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INTRODUCTION 

I. Tissu cutané 

 

1) Organisation du tissu cutané 

 

La peau humaine est une surface d’échange et un tissu protecteur de 2m² 1 chez l’adulte et 

représente 7% du poids d’un individu en moyenne (3kg chez la femme, 5kg chez l’homme). 

Ses principales fonctions sont d’assurer un rôle d’échanges avec le milieu extérieur 

(transpiration, excrétion), de thermorégulation et de protection (contre les rayons, la chaleur 

et les agents infectieux). Elle permet aussi la synthèse de la vitamine D et a un rôle sensoriel 

avec en moyenne 50 récepteurs/cm² (thermorécepteurs, mécanorécepteurs, nocicepteurs…) 2. 

Le tissu cutané présente une structure stratifiée avec plusieurs couches. La plus basale est 

l’hypoderme, un tissu graisseux. Au-dessus se situe le derme, un tissu conjonctif de soutien, 

composé principalement de fibroblastes, mais aussi de cellules immunitaires et de cellules 

nerveuses et endothéliales vasculaires. Il est séparé de l’épiderme par la jonction dermo-

épidermique. Outre ces différentes couches, la peau contient aussi des extensions, formant les 

ongles et les follicules pileux, ainsi que diverses glandes. Les follicules pileux, présent sur 

toute la surface exceptée la plante des pieds et la paume, permettent la thermorégulation et la 

mécano-perception. Les ongles sont composés de cellules mortes et totalement kératinisées. 

Les glandes sébacées produisent du sébum, permettant l’imperméabilité de l’épiderme et la 

lubrification des cheveux. 
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Figure 1) La peau fonctionne comme une barrière protectrice entre l’organisme et 

l’environnement 

A. La peau humaine est un tissu stratifié de trois couches, l’hypoderme, le derme et 

l’épiderme. Source : National Cancer Institute, NIH B. L’épiderme assure une fonction 

barrière contre les pathogènes extérieurs (bactéries, virus) et les rayons ionisants. Il est 

soutenu par le derme, un tissu conjonctif nutritif. 

 

A) L’hypoderme 

 

L’hypoderme est situé entre les muscles et le derme. C’est un tissu d’origine 

mésodermique graisseux et conjonctif. Il protège l’organisme contre les déperditions de 

chaleur et les chocs. C’est aussi un réservoir énergétique riche en lipides et permettant la 

synthèse d’hormones (leptine, estrone). Il est composé de grappes d’adipocytes, séparées par 

du tissu conjonctif, contenant les nerfs et des réseaux vasculaires. Ces derniers permettent 

l’apport en oxygène et en nutriments et confèrent des propriétés sensitives à la peau. La 

composition de l’hypoderme en adipocytes dépend du site anatomique. Il contient une 

matrice de collagène de type 1 et de l’élastine 3. Il contient des macrophages qui pourraient 

stimuler la thermorégulation en cas de refroidissement corporel et d'activité physique 4. 
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B) Le derme 

 

Le derme est composé de tissu conjonctif et de matrice extracellulaire. Il contient des 

vaisseaux sanguins et lymphatiques, permettant les échanges nutritifs des cellules cutanées. Il 

contient aussi les follicules pileux, les glandes sébacées, les glandes sudoripares, des 

mécanorécepteurs et des cellules immunitaires (cellules dendritiques, lymphocytes) 3. Il est 

divisé en deux couches 5. La couche réticulaire est la plus profonde, avec beaucoup de tissu 

conjonctif, des protéoglycanes, du collagène de type 1 et 3 ainsi que des vaisseaux sanguins. 

Le collagène permet la cohésion du tissu, tandis que l’élastine permet son élasticité et sa 

flexibilité. Les protéoglycanes permettent au tissu d’être hydraté. Il forme des invaginations 

dans l’épiderme, les papilles dermiques, augmentant la surface d’échanges. La seconde 

couche est la couche papillaire, plus fine et superficielle. Elle contient des fibres de collagène 

3, des fibres et des capillaires.  

Le derme est sans cesse modifié par l’action d’enzymes protéolytiques synthétisées par 

les cellules. Les principales cellules du derme sont les fibroblastes, qui sécrètent la matrice 

extracellulaire, des facteurs de croissance (TGF-β, TNF-α) et des protéases. La matrice 

extracellulaire ainsi sécrétée permet la prolifération des kératinocytes. Les fibroblastes 

interviennent aussi dans la cicatrisation. 

 

C) La jonction dermo-épidermique 

 

La jonction dermo-épidermique est une matrice extracellulaire qui sépare le derme de 

l’épiderme. Elle est sécrétée par les kératinocytes basaux et est composée principalement de 

collagène 4, de laminine 5, de nidogène et de perlecan. Elle permet les échanges moléculaires 

et cellulaires entre le derme et l’épiderme. La présence d’hémidesmosomes entre les 

kératinocytes et la jonction dermo-épidermique permet l’ancrage de l’épiderme au derme et la 

cohésion du tissu. Ces hémidesmosomes permettent la liaison entre la laminine 5 de la lame 

basale, l’intégrine α6β4, une protéine transmembranaire des kératinocytes basaux, et les 

filaments de kératine 5 et 14 intracellulaires. La jonction dermo-épidermique permet aussi la 

migration des kératinocytes vers la plaie en cas de blessure et donc la régénération cutanée 6.  
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D) L’épiderme 

 

L’épaisseur de l’épiderme est variable, de 0.05mm pour les paupières à 1,5mm pour la 

plante des pieds 7,  en passant par 0,5mm pour les bout des doigts 8. Il est d’origine 

ectodermique et se renouvelle chez l’homme en moins de 28 jours. C’est un tissu 

pavimenteux pluristratifié 9. Il y a plusieurs zones au niveau de l’épiderme, les glandes 

sébacées, les follicules pileux produisant les poils et cheveux des mammifères, et l’épiderme 

interfolliculaire au rôle de barrière et de surface d’échange vis-à-vis de l’extérieur.  

L’épiderme interfolliculaire est composé de 85 à 95% de kératinocytes (KC) et présente 

lui-même une structure stratifiée de 4 couches. La plus basale (ou couche germinative), 

contient notamment 0,1 à 1% de cellules souches, permettant le renouvellement de 

l’épiderme tous les 28 jours en moyenne 10 ainsi que sa régénération en cas de blessure. C’est 

la seule couche de l’épiderme interfolliculaire qui contient des précurseurs kératinocytaires. 

Au-dessus se situe la couche supra-basale (ou couche épineuse) où débute le processus de 

différenciation, qui se poursuit dans la couche granuleuse. Ces couches ont une épaisseur de 5 

à 10 kératinocytes ayant perdu leur capacité de prolifération et qui s’allongent au fur et à 

mesure de leur différenciation. Elles peuvent aussi produire des corps lamellaires 9. Il y a une 

importante production de protéines structurelles (involucrine, filaggrine et kératines dans la 

couche granuleuse permettant la mise en place d’une fonction barrière efficace. Enfin le 

processus de différenciation s’achève au niveau de la couche cornée, la plus externe, 

composée de cornéocytes, c’est-à-dire des kératinocytes totalement différenciés 10, anucléés 

et riches en protéines comme la kératine assurant la fonction barrière vis à vis de l’extérieur. 

Ils sont orientés parallèlement à la lame basale. Les espaces intercellulaires de la couche 

cornée sont riches en lipides, ce qui favorise son rôle de barrière avec l’environnement et 

limite les pertes d’eau 11. Les transglutaminases permettent de lier les kératines, la filaggrine, 

la loricrine, l'involucre et les lipides de manière covalente, assurant l'imperméabilité du tissu. 

Les cornéocytes totalement différenciés n’ont plus de desmosomes, ce qui conduit à leur 

desquamation 12. Les cellules souches kératinocytaires basales indifférenciées expriment les 

kératines K5 et K14, tandis que les cellules épineuses et granulaires expriment les kératines 

K1, K10 et l'involucrine 13. 

L’épiderme n’est pas vascularisé, les kératinocytes reçoivent donc des nutriments et 

éliminent les toxines par diffusion à travers le derme et la membrane basale, composé de 

collagène 4, de nidogène, de laminine et de perlecan 5. L’épiderme contient aussi dans la 
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couche basale des cellules de Merkel, permettant la perception mécanique 14, et 5 à 10% de 

mélanocytes, synthétisant la mélanine protectrice contre les UV. La mélanine produite par les 

mélanocytes est absorbée par les kératinocytes adjacents ce qui protège leur ADN des rayons 

UV. Des cellules immunitaires, les cellules de Langerhans, sont présentes dans la couche 

épineuse. 

 

Figure 2) Organisation de l’épiderme humain 

L’épiderme interfolliculaire est composé de 85 à 95% de kératinocytes et présente une 

structure stratifiée de 4 couches. La plus basale est la couche germinative, puis viennent la 

couche épineuse, la couche granuleuse et la couche cornée. Il contient également des 

mélanocytes et des cellules immunitaires. A. Schéma des couches de l’épiderme 

interfolliculaire humain. B. Coupe anatomique d’un épiderme humain coloré à 

l’hématoxyline-éosine-safran. Source : Fortunel et al., 2011 

 

E) Les annexes épidermiques 

 

Les annexes épidermiques, d’origine ectodermique, comprennent les poils, les ongles, les 

glandes sudoripares et les glandes sébacées. Elles sont ancrées dans le derme et traversent 

l’épiderme. Les kératinocytes qui les entourent peuvent également être mobilisés lors du 

processus de cicatrisation et de renouvellement cutané 15,16. Les glandes sudoripares 

permettent la thermorégulation et la détoxification du tissu via la production de sueur. Elles 
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ont une glande sécrétrice dans le derme qui libère la sueur à travers une section tubulaire 

débouchant à la surface de l’épiderme. 

Les follicules pileux, le muscle érecteur et la glande sébacée associés forment une unité 

fonctionnelle pilo-sébacée. La contraction du muscle érecteur du poil en cas de stimulus 

thermique entraîne son redressement. Le follicule pileux est composé d’une tige entourée par 

une gaine cellulaire externe et une gaine interne 17,18. Au niveau de l’isthmus, zone située 

entre la glande sébacée et la base du muscle érecteur du poil, se trouve un renflement (bulge 

en anglais), bien observé chez la souris mais moins bien chez l’humain. C’est au niveau de la 

gaine externe de ce renflement que se trouvent les cellules souches des follicules pileux 19. 

Lors de la catagène, la partie inférieure du follicule dégénère par apoptose et est renouvelée 

lors de la suite du cycle pileux. La télogène est une phase transitoire pendant laquelle le poil 

tombe avant de repousser à une vitesse de 0,33mm par jour lors d’une phase de prolifération, 

l’anagène. La glande sébacée est adjacente au follicule pileux et est composé de sébocytes. Ils 

sécrètent du sébum riche en lipides qui permet la lubrification du poil après libération par le 

conduit sécrétoire de la glande. Le sébum a également un rôle protecteur 17. 

 

Figure 3) Organisation d’un follicule pileux 

Le follicule pileux est composé d’une tige entourée par une gaine cellulaire externe et une 

gaine interne. Au niveau de l’isthmus, zone située entre la glande sébacée et la base du 

muscle érecteur du poil, se trouve un renflement (bulge en anglais), bien observé chez la 

souris mais moins bien chez l’humain. A/B/C. Coupe sagittale d’un follicule pileux humain, 

avec en B un zoom sur l’isthmus et en C un zoom sur le bulbe. D. Schéma du bulbe du 

follicule. APM : muscle érecteur du poil, BM : membrane basale, CTS : gaine de tissu 
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conjonctif, DP : papille dermique, HS : tige, IRS : gaine racinaire intérieure, M :  matrice, 

ORS : gaine racinaire extérieure, SG : glande sébacée. Source : Schneider et al., 2009. E. 

Schéma d’un follicule pileux. Source : Vertex overblog, 2016. 

 

2) Cellules souches cutanées  

 

H.Green, le précurseur de l’étude des kératinocytes, et J.Rheinwald, ont isolé une lignée 

épithéliale dans un tératome de souris, qu’ils ont amplifiée en co-culture avec des fibroblastes 

murins 3T3 irradiés au rôle nourricier 20. Green a ainsi permis de mieux comprendre les 

caractéristiques des précurseurs épidermiques 21. Il a permis aussi le développement de leur 

amplification in vitro 22 et le développement associé de soins pour les grands brûlés 23. Il 

existe plusieurs types de cellules souches cutanées et elles peuvent se situer dans différents 

compartiments de la peau 24. Il y a des cellules souches au niveau des renflements des 

follicules pileux 25. Il a été montré avec des études sur des modèles murins qu’il existe aussi 

des cellules souches au niveau de l’épiderme interfolliculaire 16,26–30. 

 

A) Les cellules souches de l’épiderme interfolliculaire 

 

La capacité des kératinocytes à avoir un phénotype souche est caractérisée par plusieurs 

aspects. Ils ont un fort potentiel clonogénique, permettent le renouvellement du tissu à long 

terme et sont caractérisés par des marqueurs moléculaires. Les cellules souches 

kératinocytaires sont également caractérisées par une position basale. 

Elles ont un fort potentiel clonogénique, qui peut être mesuré avec la « colony-forming 

efficiency » (CFE), le pourcentage de cellules capables de former un clone ou une colonie 10. 

Les cellules souches épidermiques ont donc une CFE élevée tandis que les cellules 

différenciées ont une CFE basse. Il est ensuite possible de mesurer la capacité des clones 

issus d’une seule cellule à former de nouveaux clones. Les cellules de type souches sont 

caractérisées par un potentiel de croissance plus élevé que les cellules différenciées. Cela a 

permis de différencier différents types de clones, les holoclones, issus de kératinocytes 
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souches, les paraclones, issus de kératinocytes plus différenciés et les meroclones, issus de 

progéniteurs précoces 21.  

Les holoclones (holo = entier) forment de grandes colonies (10-30 mm²) à croissance 

rapide, moins de 5% des colonies n’arrivent pas à terme et se différencient totalement. Les 

kératinocytes les composant sont de petite taille et les colonies denses, régulières et 

circulaires. Un holoclone correspond à la définition fonctionnelle d’une cellule souche. Les 

paraclones (para = à côté de) ont une croissance limitée forment tous des colonies 

terminalement différenciées, de taille réduite (5 mm²). Les kératinocytes les composant sont 

larges et forment des colonies irrégulières et non prolifératives. Un paraclone est donc issu 

d’une cellule différenciée. Les meroclones (méro = partiel) forment deux types de colonies, 

des colonies différenciées ou peu différenciées, en fonction du stade de différenciation de la 

cellule initiale. Leur croissance, leur potentiel prolifératif et leur morphologie sont donc 

hétérogènes. Les travaux de Barrandon et Green ont donc jeté les bases d’un modèle du 

renouvellement continu de l’épiderme interfolliculaire 21. Les cellules souches 

kératinocytaires, immatures et correspondant aux holoclones, produiraient des progéniteurs 

kératinocytaires, plus ou moins immatures et prolifératifs, correspondant aux meroclones, qui 

eux-mêmes se différencieraient en cellules non prolifératives et clonogéniques, correspondant 

aux paraclones. 

Les cellules souches kératinocytaires permettent de régénérer le tissu en continu. L’étude 

de leur capacité à régénérer un épiderme in vivo est donc importante, tout comme celle de 

faire des peaux reconstituées avec des cellules amplifiées in vitro. Les kératinocytes issus 

d’un meroclone prolifératif avec 17 doublements de population permettent la reconstruction 

un épiderme normal in vitro 31. Les kératinocytes issus d’un holoclone permettent aussi la 

reconstruction un épiderme normal in vitro, même après 50 doublement de population 31, ce 

qui indique qu’ils contiennent des cellules très immatures.  

Les kératinocytes basaux adhèrent à la lame basale et ses différents types de collagène. 

Or, les kératinocytes différenciés perdent leur capacité d’adhésion 32. De plus, les cellules qui 

adhèrent le plus vite au composants de la lame basale ont aussi le plus grand potentiel 

clonogénique et le plus fort niveau d‘intégrine β1 33. Il y a donc une corrélation positive entre 

adhésion et clonogénicité des kératinocytes. Enfin, ceux qui adhèrent le plus vite à une 

matrice de collagène de type 1 et qui expriment des niveaux faibles d’EGFR permettent de 
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reconstruire un épiderme in vitro à des passages plus tardifs que ceux exprimant des niveaux 

d’EGFR élevés 34. 

Le maintien des cellules souches et de l’homéostasie de l’épiderme peut faire intervenir 

des facteurs de croissance comme l’IGF-1 (insulin-like growth factor 1). En effet, une 

délétion de l’IGF-1R entraîne une hypoplasie de l’épiderme et une diminution de la 

prolifération des kératinocytes 35. De nombreux gènes sont impliqués dans le maintien ou non 

d’un phénotype souche des kératinocytes, comme KLF4 36, GRHL3 et ZNF750 favorisant 

leur différentiation, et HNRNPK, MYC, CYR61, FGFBP1, EGFR favorisant leur 

prolifération 37. Ces gènes (KLF4, cMYC, OCT3/4 et SOX2) sont d’ailleurs utilisés pour 

générer des iPSCs à partir de kératinocytes 38. L’interferon regulatory factor 2 IRF2 inhibe lui 

la capacité de prolifération des kératinocytes 39. 

Les cellules souches de l’épiderme interfolliculaire sont caractérisées par des marqueurs 

moléculaires, comme le phénotype Itα6high CD71low. L’Itα6 est un marqueur de la couche 

basale et ces cellules sont celles qui ont le plus fort potentiel de croissance et clonogénique. 

Ce résultat est cohérent avec le fait que les cellules adhérentes ont un potentiel souche plus 

élevé. Elles sont capables de proliférer sur le long terme, ont un état immature et quiescent 40.  

CD71 est un récepteur à la transferrine, qui permet l’apport de fer aux cellules lors de la 

mitose. Les cellules exprimant peu de CD71 sont quiescentes, tandis que celles qui en 

expriment beaucoup prolifèrent 41. Il y a donc une population Itα6high CD71low correspondant 

au phénotype souche, au fort potentiel de régénération de l’épiderme in vivo à long terme. A 

celle-ci s’ajoute une population Itα6high CD71high au phénotype de progéniteur activé, capable 

de régénérer rapidement l’épiderme mais pas sur le long terme 40,42–44. 

L’EGF-R est un autre marqueur de prolifération, c’est un récepteur transmembranaire à 

activité tyrosine kinase de la famille des récepteurs Rb qui se lie à l’EGF (Epidermal Growth 

Factor). Il contrôle la prolifération et la motilité des kératinocytes 21, ainsi que le maintien de 

l’immaturité des kératinocytes basaux 45. Les kératinocytes souches sont aussi caractérisées 

par un phénotype EGF-Rlow 34. Elles se distinguent des cellules progénitrices qui ont une forte 

capacité proliférative à court terme et exprimant un phénotype Itα6high CD71high EGF-Rhigh 

34,40.  

Les kératines (KRT) sont des protéines structurelles fibreuses constituant les poils, les 

ongles et l’épiderme. Leur hydrophobie leur permet d’assurer la fonction barrière protectrice 

de l’épiderme. Les monomères de kératines s’assemblent en filaments intermédiaires, qui se 
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lient aux desmosomes ou permettent la différenciation des kératinocytes 46. Certaines comme 

la KRT 5 et la KRT 14 sont exprimées seulement dans la couche basale de l’épiderme. La 

répression de l’expression de la KRT 14 entraîne une diminution de celle de la KRT 5, une 

réduction de la prolifération et un retard du cycle cellulaire in vitro 47. En revanche, 

l’expression de marqueurs de différenciation, comme l’involucrine et de la kératine 1, est 

augmentée. Cela est lié à une modification de la phosphorylation de Akt et a permis de 

proposer la voie PI3K comme potentielle voie régulatrice 47. Cela d’autant plus que 

l’inhibition de cette voie par la kératine 10, exprimée seulement dans les couches supra 

basales, ralentit la progression dans le cycle cellulaire 48,49. 

Les kératinocytes exprimant peu de desmogléine 3 ont un potentiel clonogénique et de 

croissance plus élevé 50. Cette protéine est un composant des desmosomes et elle est moins 

présente dans la couche basale. Les kératinocytes exprimant peu de desmogléine 3 permettent 

de mieux reconstituer un épiderme sur un derme désépidermisé (De-Epidermalized Dermis, 

DED) et présentent une forte similarité avec les kératinocytes Itα6high CD71low 51. 

 Il existe aussi d’autres marqueurs potentiels, comme CD29, CD44 et p63 24, mais il n’y a 

pas encore de consensus sur une combinaison de marqueurs caractéristique des cellules 

souches de l’épiderme. Chez l’humain, p63 pourrait assurer la discrimination entre CSK et 

progéniteurs 52. C’est un facteur de transcription impliqué dans le développement 

embryonnaire et l’homéostasie de l’épiderme. In vivo, p63 est fortement exprimé dans les 

CSK de la couche basale de la cornée, et il est moins exprimé lors de l’initiation de la 

différenciation des progéniteurs. P63 n’est pas détectable dans les kératinocytes différenciés. 

L’IL-17 et l’IL-22, en présence de TNF-α, permettent une surexpression des marqueurs 

CD29, CD44, CD49f (Itα6) et p63 sur les kératinocytes et donc un phénotype immature, 

similaire à celui retrouvé dans le psoriasis, avec des cellules prolifératives et capables de 

former des colonies 53. Cette signalisation avec l’IL-17 et l’IL-22 passe par la voie 

RAC1/MEK/ERK/NF-κB.  

La voie Wnt contrôle la prolifération et la migration cellulaire et la polarisation du tissu 

lors de la morphogenèse embryonnaire de la peau 54. Le facteur Wnt soluble se lie avec son 

récepteur membranaire Frizzled. En absence de liaison Wnt/Frizzled, la β-caténine, 

responsable de la transduction du signal, est dégradée dans le cytoplasme. Lorsque la voie est 

activée par la liaison Wnt/Frizzled, la β-caténine n’est plus dégradée et s’accumule dans le 

cytoplasme. Elle rentre le noyau où elle a un rôle de facteur activateur de la transcription. Or, 
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dans des coupes de peau humaine, les kératinocytes basaux Itβ1high présentent un phénotype 

β-caténinelow 55. Le phénotype β-caténinelow serait donc un potentiel marqueur des CSK. A 

l’inverse, PIWIL-2 et les piARN (PIWI-interacting RNAs) sont exprimés de manière 

constitutive dans la peau et les kératinocytes in vitro. L'expression de PIWIL-2 et la 

régulation de piARN sont associés à une différenciation des kératinocytes en culture 56. 

 

Figure 4) Les cellules souches kératinocytaires et les progéniteurs dans l’épiderme 

interfolliculaire 

A. Différence de doublements de populations des clones de kératinocytes au cours du temps. 

Les holoclones permettent une culture à long terme et correspondent aux cellules souches 

adultes fonctionnelles. B. Différence de profil d’expression d’intégrine alpha 6 par les clones 

(ITA6). Les holoclones expriment un fort niveau d’ITA6. Source : Fortunel et al., 2010. C. 

Sélection de kératinocytes, pré-sélectionnés par adhésion au collagène (ADH+), avec 

différents niveaux de récepteur à l’EGF (EGF-R). D. Comparaison des croissances des 

kératinocytes en fonction du niveau d’expression de l’EGF-R calibrés en C. Les cellules 

exprimant peu d’EGF-R ont un potentiel de croissance à long terme plus élevé. Source : 

Fortunel et al., 2003. 
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B) Les cellules souches des follicules pileux 

 

Le phénotype des cellules souches des follicules pileux est également décrit, en grande 

majorité sur des modèles murins. Les cellules souches du renflement des follicules pileux 

peuvent être activées et mobilisés à chaque cycle de régénération du follicule. Elles peuvent 

également l’être pendant la cicatrisation de la plaie et fournir des cellules permettant la 

réparation des tissus 25. Le maintien des cellules souches du follicule pileux et la formation 

des progéniteurs des glandes sébacées est dépendant de la voie de signalisation Notch 57. 

Curieusement, les colonies de deux cellules de kératinocytes présentent un mouvement de 

rotation. Ce mouvement est lié à la capacité proliférative des kératinocytes humains, plus la 

vitesse de rotation des deux cellules est élevée plus le potentiel de croissance des colonies est 

élevé 58. 

 L’identification des cellules souches kératinocytaires représente un enjeu majeur. Des 

approches de traitement d’image des cultures des kératinocytes ont permis d’identifier ces 

cellules en se basant sur leur vitesse de locomotion 59. Plusieurs marqueurs des cellules 

souches kératinocytaires des renflements des follicules pileux ont été identifiés. Il y a la 

kératine 15 (K15), l’intégrine β1 et CD200 13. Un grand nombre de facteurs de transcription 

sont impliqué dans le maintien des cellules souches de l’épiderme folliculaire murin, via le 

contrôle de gènes de la voie Wnt et BMP 60. Des études sur la souris ont montré que le 

maintien d’hémidesmosomes au niveau basal via l’expression de COL17A1 permet de 

favoriser le maintien de clones de cellules souches au niveau basal 61. L’utilisation de 

séquençage d'ARN unicellulaire couplé aux RNAScope et à l'imagerie par fluorescence 

indique trois états basocellulaires non prolifératifs et un état prolifératif dans la peau murine 

homéostatique 62. Ils diffèrent par leurs caractéristiques métaboliques et leur localisation se 

spécifie lors de la réépithélialisation de la plaie. Il y aurait une hiérarchie de différenciation 

quasi linéaire où les cellules basales passent de l'état COL17A1High / Trp63High à une 

prolifération précoce. Cela va dans le sens d’un modèle hiérarchique révisé de l'homéostasie 

épidermique. 

Toujours sur des modèles murins, il a été montré que l’âge a un impact important sur la 

capacité de renouvellement des cellules souches des follicules pileux. Le vieillissement 

entraîne une diminution du nombre de cellules souches, des modifications au niveau de 

l’expression des gènes de la matrice extracellulaire. En cas de transplantation, ces cellules 

souches ne peuvent régénérer l’épiderme que si elles sont associées à un derme jeune 63.  
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Des observations cliniques chez l’humain indiquent que les cellules souches des follicules 

pileux ont des propriétés similaires à celles des souris. En effet, des kératinocytes dérivés du 

follicule pileux peuvent favoriser la cicatrisation 15 ou être utilisés pour traiter des ulcères de 

jambe 64.  

 

 

Figure 5) Les cellules souches kératinocytaires des follicules pileux 

A. Coupe de peau murine en paraffine avec des cellules en prolifération marqués au BrdU. B. 

Même marquage après un “chase” de huit semaines. Les cellules du bulge sont les seules à 

conserver le marquage BrdU. C. Grossissement d’un follicule du B. E : épiderme, B : bulge, 

SG : glande sébacée, UF : follicule supérieur. Source : Taylor et al, 2000. 

 

C) Les modèles de différenciation des cellules souches épidermiques 

 

Les cellules souches épidermiques peuvent avoir des divisions symétriques, permettant 

d’obtenir 2 cellules souches, mais aussi des divisions asymétriques, permettant d’obtenir 1 

cellule souche et 1 cellule amplificatrice. Il existe 2 principaux modèles de différenciation des 

cellules souches épidermiques. Le premier est hiérarchique et le second stochastique. Le 

premier implique que le potentiel de renouvellement des cellules non souche est limité, ce qui 

conduit à leur différentiation et à la conservation de quelques cellules souches. Le second 

modèle suppose que les cellules souches peuvent générer d’autres cellules souches, des 
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progéniteurs qui vont se différencier, ou les deux. Ce dernier modèle suppose donc que le 

nombre de clone peut varier et que le potentiel souche d’une cellule peut être déterminé de 

manière plus aléatoire 65. Une étude sur du tissu humain néonatal avec du RNA-seq en 

cellules uniques a mis en évidence 4 populations de cellules souches basales et suprabasales 

en haut et en bas des crêtes de l’épiderme inter-folliculaire 65. 

Des kératinocytes issus de prépuces humains ont été transduits avec un lentivirus codant 

la GFP, puis greffés sur des souris pendant 28 jours. Des structures en forme de colonne 

exprimant la GFP ont été détectées, indiquant plutôt que les cellules souches sont dans la 

couche basale, avec les colonnes les plus étroites au fond des crêtes épidermiques 66. Ces 

résultats sont donc plutôt en faveur d’un modèle hiérarchique chez l’homme, mais il n’existe 

pas encore de consensus. 

Des études sur un modèle murin ont permis d’étudier la croissance de l’épiderme après la 

naissance, au cours de la croissance d’un individu 67. Il semble qu’elle soit bien assurée par 

des progéniteurs basaux, présentant une homogénéité moléculaire et une capacité d’auto-

renouvellement décroissante au cours des générations. L'orientation de la croissance des 

clones suit l'orientation des fibres de collagène sous-jacentes, ce qui permet la croissance 

linéaire de l’épiderme. 

Une étude sur un modèle murin en résolution single-cell a mis en évidence les 

mécanismes d'expansion cutanée induite par étirement. Cette étude montre que l'étirement 

induit une expansion cutanée en favorisant transitoirement l'activité de renouvellement des 

cellules souches épidermiques, tandis qu'une seconde sous-population de progéniteurs basaux 

permet toujours la différenciation 68. 
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Figure 6) Renouvellement épidermique et différentiation des cellules souches 

kératinocytaires et des progéniteurs 

Schéma de la différenciation des kératinocytes dans l’épiderme interfolliculaire. Les cellules 

souches kératinocytaires quiescentes sont au niveau basal. Elles peuvent donner une autre 

cellule souche ou devenir une cellule progénitrice cyclante. Ce progéniteur activé donne 

plusieurs cellules filles qui se différencient et perdent leur capacité de renouvellement en 

remontant à la surface de l’épiderme. Il y a un gradient de différenciation entre la membrane 

basale et la surface. 

 

3) Modèles d’étude du tissu cutané 

 

Plusieurs modèles de peau en 3D ont été développés 3,69. Compte tenu de la mise en place 

d’une législation en 2013 visant à réduire ou parfois arrêter les tests sur les animaux, le 

développement de ces modèles présente une forte croissance. Toutefois, la plupart sont 

incomplets dans la mesure où ils ne contiennent pas toutes les cellules présentes dans le tissu, 

et notamment les cellules du système immunitaire. Ils peuvent être générés par des systèmes 

de microfluidique, par des iPSCs par exemple. Des modèles faisant intervenir de la bio-

impression 3D sont également à l’étude.  

Il peut y avoir une couche de fibroblastes sur une matrice de collagène, une couche de 

derme décellularisée et une culture de kératinocytes à l’interface air-liquide. Certains modèles 

contiennent aussi des cellules dendritiques, des cellules de Langerhans. Parfois, les cellules 
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immunitaires sont placées dans une couche d’agarose avec de la fibronectine. Dans certains 

modèles, il y a également des macrophages, et des LT dans une matrice de collagène.  

Le modèle idéal permettrait un maintien des cultures à long terme, présenterait une 

structure similaire au tissus, avec un tissus adipeux, un derme, un épiderme, le tout 

vascularisé, innervé et contenant des cellules immunitaires. Il lui faudrait permettre d’étudier 

différentes pathologies, des infections, modéliser les réactions inflammatoires et permettre la 

détection de biomarqueurs. Il existe aussi une lignée de kératinocytes, la HaCaT, capable de 

proliférer et de se différencier in vitro. 

Récemment, des organoïdes cutanés complexes été développés à partir de cellules 

souches pluripotentes humaines 70. Ils ont utilisé une modulation des voies de signalisation du 

facteur de croissance transformant β (TGFβ) et du facteur de croissance des fibroblastes 

(FGF) pour co-induire des cellules épithéliales crâniennes et des cellules de la crête neurale 

au sein d'un agrégat de cellules sphériques. Après 4 à 5 mois, ils ont obtenu un organoïde 

avec un épiderme stratifié, un derme riche en graisses et des follicules pileux pigmentés qui 

sont équipés de glandes sébacées. Les organoïdes cutanés ont formé une peau planaire portant 

des poils lorsqu'ils ont été greffés sur des souris. 

Il existe aussi des modèles murins qui permettent d’étudier le rôle d’un gène grâce à 

l’établissement de lignées génétiquement modifiées. Toutefois, ils diffèrent du tissu humain 

tant au niveau structurel que fonctionnel. Il existe chez la souris un muscle sous cutané 

permettant de contracter la peau, le panniculus carnosus, vestigial chez l’humain. Il jouerait 

un rôle thermorégulateur et dans la revascularisation des plaies 71.  

La peau murine contient également de très nombreux follicules pileux, ce qui fait que 

l’épiderme interfolliculaire, majoritaire chez l’homme, est réduit. La plupart des mélanocytes 

murins se trouve d’ailleurs au niveau des follicules pileux, alors que chez l’humain ils se 

situent dans la couche basale de l’épiderme interfolliculaire. Cette distribution différente 

entre les follicules pileux et l’épiderme interfolliculaire a aussi un impact sur le mode de 

renouvellement cutané chez les deux espèces. En effet, les cellules souches murines sont 

donc pour l’essentiel localisées au niveau du renflement des nombreux follicules tandis 

qu’elles sont plutôt au niveau de l’épiderme interfolliculaire chez l’humain. Les cellules 

souches épidermiques présentent par ailleurs des marqueurs pouvant être différents chez les 

deux espèces 19. Le cycle des follicules pileux diffère également d’une espèce à l’autre. Il est 
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synchrone et actif surtout pendant les deux premiers mois chez la souris mais asynchrone et 

peu actif chez l’humain 72.  

L’épiderme murin est aussi plus fin que l’humain (respectivement 2 à 3 couches de 

kératinocytes et moins de 25 µm d’épaisseur, contre 6 à 10 couches de kératinocytes et plus 

de 100 µm d’épaisseur) 72, ce qui fait que la fonction barrière est moins importante. Enfin, 

chez la souris, et contrairement à l’humain, la plupart des cancers n’est pas d’origine 

épithéliale (sarcomes ou lymphomes) 72. Les agents carcinogènes murins ne sont également 

pas les même que chez l’humain 73. Toutes ces différences sont à prendre en compte lors 

d’études sur les cancers cutanés ou les cellules souches épidermiques, et toute découverte 

chez la souris ne peut donc pas directement être extrapolée chez l’humain. 

 

Figure 7) Différents modèles cutanés 

A. Coupes anatomiques de peaux humaines et murines à différents grossissements (5X en 

haut, 20X en bas). L’épiderme murin est plus fin que l’épiderme humain et contient beaucoup 

plus de follicules pileux. Il est toutefois un modèle très utilisé pour l’étude de la peau et des 

pathologies associées. BMZ : membrane basale, B: couche basale, S : couche épineuse, G : 

couche granuleuse, SC : couche cornée, HF : follicule pileux. Source :  Khavari, 2006. 

Ba/b/c. Différents protocoles de co-cultures de cellules immunitaires, de fibroblastes et de 

kératinocytes pour obtenir des modèles d’épidermes immunocompétents. Source :  Pupovac 

et al., 2018. 
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II. Acteurs cellulaires du système immunitaire cutané 

 

Lors d’une infection, du contact avec un agent chimique ou d’une irradiation, la peau se 

retrouve altérée et une réaction immunitaire se met en place. Cela se traduit souvent par une 

inflammation locale puis par un recrutement des cellules immunitaires sanguines. Ces 

dernières peuvent être des neutrophiles, des monocytes, des basophiles, des cellules 

dendritiques et des lymphocytes T (CD4, CD8, NK, γδ…) 74. Les relations entre les cellules 

immunitaires et les cellules épithéliales sont très étudiées 75. 

 

1) Acteurs non-issus du système hématopoïétique 

 

A) Les kératinocytes 

 

Dans l’épiderme, plusieurs types de cellules impliquées dans l’immunité sont présents. 

Parmi eux, les kératinocytes ont un rôle de senseurs et de sécrétion des cytokines 74,76. Les 

pathogènes sont reconnus grâce à l’expression de PAMPS (Pathogen Associated Molecular 

Patterns) qui sont reconnus par les PRR (Pattern Recognition Receptors) des cellules 77. Les 

PRR les plus connus sont les TLR (Toll Like Receptor). Les kératinocytes expriment 

plusieurs TLR (TLR1,2,3,4,5,6,7 et 9) 78,79, ce qui permet une production d’interférons 80 et 

donc le recrutement de cellules immunitaires. Ils expriment à leur surface plusieurs autres 

molécules impliqués dans les réponses immunitaires, comme ICAM-1 (intercellular adhesion 

molecule-1), permettant le recrutement et le trafic des lymphocytes 81–83, BB1 et B7-H1, 

permettant l’induction de la tolérance via une sécrétion d’IL-10 84. Les kératinocytes sont 

aussi capables de communiquer avec d’autres cellules de la peau via la sécrétion de vésicules 

extracellulaires contenant des cargos de lipides et de protéines variées 85. 

Ils ont la propriété d’exprimer non seulement les molécules du CMHI mais aussi celles du 

CMHII, ce qui permet la reconnaissance des antigènes par les cellules immunitaires. 

L’expression d’HLA-DR dans la peau se fait au niveau des CL, mais parfois aussi au niveau 
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des kératinocytes en cas de pathologie. En effet, dans le cas d’un eczéma, l’expression 

d’HLA-DR est située au milieu de l’épiderme, alors qu’elle est basale pour un lupus 

érythémateux discoïde ou un lichen 86. Il est également à noter que la fixation de ligands sur 

des TLR induit l’expression de certains HLA. Par exemple, poly-I:C, un ligand du TLR3, 

induit l’expression du CMHI (HLA-ABC) et du CMHII (HLA-DR), tandis que la flagelline, 

un ligand du TLR5, induit l’expression du CMHI (HLA-ABC) et que le LPS, un ligand du 

TLR4, induit l’expression du CMHII (HLA-DR) 79. Il existe toutefois une population de 

kératinocytes de petite taille n’exprimant pas de CMHI et 2 87.  

Les kératinocytes pourraient donc avoir aussi des caractéristiques de cellules 

présentatrices d’antigène aux LT CD4+ suite à une stimulation par l’IFN-γ, parfois dans le 

cas d’une greffe 86,88,89. Il semblerait que les kératinocytes soient capables de présenter des 

antigènes aux LT CD4+ et aux LT CD8+ mémoires, entraînant la production de cytokines et 

la lyse cellulaire 90. Des travaux sur une lignée de kératinocytes ont mis en évidence la 

présentation antigénique via le CMHII 91,92. Dans les 2 cas, l’expression d’ICAM1 est requise 

et l’expression de B7 (CD80 ou CD86) peut également avoir un impact 93. Des travaux sur un 

modèle murin ont permis de montrer que l’expression de CMHII par les kératinocytes 

interfolliculaires permet l’accumulation de L Th1 en clusters via des interactions avec le 

microbiote cutané. La production d’IL-22 par les ILC3s ou les LT favorise l’expression du 

CMHII par les kératinocytes. Les monocytes favorisent aussi cette expression. Cela permet 

aux kératinocytes de faire de la présentation antigénique aux L Th1 qui s’accumulent en 

clusters et produisent de l’IFN-γ 94.  

CD40 est une protéine costimulatrice des LT présente sur les cellules présentatrices 

d'antigène. La liaison du CD40L des LTH au CD40 active les cellules présentatrices 

d’antigène et favorise l’expression de récepteurs au TNF, augmentant ainsi l’inflammation. 

CD40 est aussi exprimé par les kératinocytes 95 et la liaison CD40/CD40L inhibe la 

prolifération des kératinocytes 96.  

Les kératinocytes sécrètent plusieurs types de médiateurs de l’immunité, comme les 

peptides antimicrobiens (AMPs), des alarmines, la plupart étant des défensines, des protéines 

S100 et des cathélicidines antimicrobiennes (LL37) 74,92,97,98. Cette sécrétion d’AMPs peut 

être augmentée lors d’une infection suite à la production d’IL-17A et d’IL-22 par les 

lymphocytes TH17 99,100 et d’IFN-γ 101. Cela amplifie la réponse inflammatoire. Les 

kératinocytes sécrètent beaucoup de cytokines aux fonctions diverses 76. Parmi elles il y a des 
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cytokines primaires (IL-1α, IL-1β, TNF-α), des chimiokines du type CXC (CXCL8, CXCL2, 

CXCL3, CXCL10), des chimiokines de type CC (CCL2, CCL13, CCL5, CCL20), des 

cytokines régulant l’immunité humorale (IL-12, IL-18), des cytokines activant les 

lymphocytes (IL-6, IL-7, IL15), des facteurs de croissance (TGF-α, PDGF, VEGF, M-CSF, 

GM-CSF, G-CSF), des cytokines immunosuppressives (IL-1ra, TGF-β, IL-10) et des 

interférons (IFN-γ) 76,102.  

La production des facteurs de croissance permet la migration de cellules endothéliales et 

l’angiogenèse lors de la cicatrisation, ainsi que la prolifération des fibroblastes et leur 

production de matrice extracellulaire 103. L’IL-1 permet d’activer les lymphocytes TH, les 

cellules dendritiques (DCs) et promouvoir la maturation des lymphocytes B et leur expansion 

clonale 104. Les kératinocytes synthétisent de manière constitutive la pro IL-1α et la pro IL-1β 

mais ils sont sous forme inactive dans un épiderme sain. Lors d’une exposition aux UV, l’IL-

1β est libérée suite à l’activation de l’inflammasome, ce qui entraîne la production de 

cytokines inflammatoires 105–107. Les kératinocytes activés exprimant CCL20, CXCL9, 

CXCL10 et CXCL11 peuvent attirer les lymphocytes T, notamment lors de pathologies 

(psoriasis, lymphome cutané) 102. Ils peuvent aussi recruter des neutrophiles en cas de 

psoriasis en exprimant CXCL1 et CXCL8 102. 

Les kératinocytes peuvent réguler la circulation des cellules de Langerhans via 

l’expression de CCL20 108. L’expression de CCL20 par les kératinocytes des follicules pileux 

permet la colocalisation et la rencontre des LC et des LTregs ce qui favorise l’induction de la 

tolérance. Le microbiote commensal cutané peut stimuler la sécrétion de CCL20 par les 

cellules épidermiques, ce qui active son récepteur CCR6 sur les cellules T régulatrices 

(Tregs) de la peau. Ensuite, les Tregs favorisent la tolérance des bactéries commensales, 

facilitant ainsi une bonne homéostasie immunitaire 109. Le CCL20 sécrété par les 

kératinocytes permet le recrutement des ILC RORyt + au niveau des follicules pileux, où ils 

restreignent la prolifération des sébocytes. Cela limite la production de sébum, qui contient 

des lipides antimicrobiens, et favorise donc la colonisation par les bactéries Gram+ 110. La 

production de CCL20 et de CCL27 par les kératinocytes favorise également le recrutement 

des LT du sang exprimant CCR6 et CCR10 92. Les kératinocytes sécrètent également en 

conditions inflammatoires du thymic stromal lymphopoietin (TSLP). Le TSLP permet 

l’expression de plusieurs facteurs pro-inflammatoires (TGF-β, BMP7, L17D, IL1F9, IL-24, 

SCF, CCL22, CXCL1, CXCL9, CCXL). Le TSLP se fixe aussi sur son récepteur présent sur 
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les LTreg de la peau ce qui permet le maintien d’une inflammation au niveau local et inhibe 

le développement d’une inflammation systémique pouvant être létale 92. 

Plusieurs études suggèrent donc que les kératinocytes peuvent être des acteurs initiateurs 

de l’inflammation à travers la libération de ces cytokines. En effet, il semblerait qu’ils soient 

activés avant les autres cellules immunitaires lors d’une inflammation 81,111–113. Les 

kératinocytes peuvent aussi sécréter des cytokines et des facteurs de croissance favorisant la 

cicatrisation 114. Les kératinocytes participent à la régulation de l’activation et de la 

prolifération des LT de la peau 115,116. Les kératinocytes expriment peu de HLA-DR, de CD80 

et CD86, ce qui fait qu’ils font peu de présentation antigénique. En présence d’IFN-γ, ils 

peuvent induire la tolérance des LT 117. La sécrétion de TSLP et de TGF-β par les 

kératinocytes leur permet de maintenir l’inflammation au niveau local et non pas systémique, 

assurant ainsi l’homéostasie du tissu via une interaction avec les LTreg 92. 

Les kératinocytes participent donc à l’initiation de la réponse immunitaire et à sa 

régulation. Ils permettent de détecter les PAMPs et les alarmines avec les TLR et les NLR, ce 

qui active la voie NF-κB et induit la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, Il-18, 

TNF-α, IFN). Cela entraîne la migration des LC dans les ganglions lymphatiques ce qui 

favorise le recrutement de LT exprimant le marqueur cutané CLA (cutaneous lymphocyte-

associated antigen). Les LT du sang sont aussi recrutés tout comme les LT CD4+ résidant 

dans la peau et ayant déjà été exposé à un antigène. L'expression des molécules liées au 

CMHI (MICA, MICB et ULBP) par les kératinocytes permet des interactions avec les LT 

CD8+ et les LT γδ via le récepteur NKG2D. NKG2D favorise les réactions immunitaires et 

est exprimé par diverses cellules immunitaires résidentes ou infiltrant la peau 92.  

La sécrétion de TGF-β et de TSLP par les kératinocytes participe à cette réponse pro-

inflammatoire mais permet de la maintenir à un niveau local grâce à leur action sur les LTreg. 

Enfin, le TGF-β sécrété par les kératinocytes favorise le maintien d’une mémoire immunitaire 

cutanée en favorisant l’établissement de LT mémoires permettant une réponse rapide en cas 

de nouveau dommage 92.  La sécrétion de TGF-β1 joue un rôle important dans ce processus. 

En effet, ce facteur augmente l'expression de l'intégrine αE (ITGAE) dans les LT, favorisant 

ainsi sa liaison avec la E-cadhérine (gène CDH1) des kératinocytes. Cette interaction 

cellulaire favorise la rétention des LT mémoire résidents à la suite de lésions cutanées 92, et 

permet une réponse rapide en cas de nouveaux dommages. Des études sur un modèle murin 

ont montré que les cellules souches épidermiques ont une mémoire inflammatoire. Elle ne fait 
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pas appel aux LT ni aux macrophages cutanés. Des gènes comme Aim2 restent accessibles 

après un premier stimulus ce qui permet leur transcription rapide en cas de second épisode 

inflammatoire 118. 

 

Figure 8) Relations des kératinocytes avec les cellules immunitaires 

Activation ou inhibition du système immunitaire cutané par les kératinocytes. 

 

B) Les mélanocytes 

 

Ils interviennent dans la protection contre les rayons UV et sont localisés vers la couche 

dermo-épidermique. Cette protection contre les UV se fait via la sécrétion d’un pigment, la 

mélanine. Ils sont aussi capables de sécréter des cytokines (IL-1, TNF, des chimiokines de 

type CXC, de l’IL-12, des facteurs de croissance…) 119. En cas de Vitiligo, ils peuvent sont 

plus sensibles au stress oxydatif et peuvent être détruits par l’immunité innée puis par les 

cellules de l’immunité adaptative (LT CD8+) 120. En cas de Vitiligo, il y a une surexpression 
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du marqueur NKG2D par les LT CD8+ péri-lésionnels du patient. L’IL-15 augmente 

l’expression de NKG2D sur les LT CD8+. Les cellules dendritiques péri-lésionnelles du 

patient expriment les ligands de NKG2D. Le blocage spécifique de l’axe NKG2D/NKG2DL 

lors de l’activation lymphocytaire diminue la production de cytokines pro-inflammatoires 121. 

 

C) Les fibroblastes 

 

Dans le derme, il y a aussi des fibroblastes, qui sont des cellules mésenchymateuses, 

capables de libérer de l’IL-6 en grande quantité lorsqu’elles sont exposées à l’IL-1α 122,123. 

Ces cellules sont aussi la principale source de TNF-α suite à une irradiation aux UV, ce qui 

suggère un rôle d’amplification de l’inflammation suite à leur exposition aux cytokines 

produites par les kératinocytes 124. Ils ont aussi un rôle de maintien de l’homéostasie cutanée. 

En effet, les fibroblastes dermiques expriment l'enzyme dégradant l'acide rétinoïque (RA) 

Cyp26b1, et réduisent ainsi le niveau de cette molécule qui induit l'expression dans les 

mastocytes de P2X7, un récepteur de l'ATP extracellulaire qui favorise l'inflammation 125. Par 

ce mécanisme, les fibroblastes dermiques inhibent l'activation pro-inflammatoire des 

mastocytes 125. Les fibroblastes expriment plusieurs TLR, sécrètent des peptides 

antimicrobiens (AMPs), comme LL-37 et des défensines comme hBD1 et 2. Ils expriment 

aussi des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-6, IFN-γ, IL-12, Il-10), des chimiokines 

(CCL1, CCL2, CCL5, CXCL1, CXCL8, CXCL10 et CX3CL1), ainsi que des facteurs de 

croissance (GM-CSF, G-CSF). Cela leur permet de limiter la formation de biofilms 

bactériens et d’éliminer des pathogènes comme S.aureus 103. Des systèmes de co-culture de 

fibroblastes et de kératinocytes ont montré que cela permettait d’augmenter la production de 

cytokines (IL-6) et de facteurs de croissance (VEGF) favorisant la bio-ingénierie de tissus 

cutanés 126.  

 

D) Les cellules endothéliales vasculaires 

 

Ces cellules jouent un rôle dans le passage des cellules immunitaires du sang au tissu et 

réciproquement, via le processus de diapédèse et l’expression de molécules d’adhésion 

comme les immunoglobulines (ICAM, VCAM) et les sélectines (P et E). Ces molécules 
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d’adhésion peuvent se lier aux intégrines exprimées par les LT suite à l’expression de 

cytokines lors du processus de diapédèse. Des interactions se font aussi avec les molécules 

CLA permettant de sélectionner les LT qui deviendront résidents au sein du tissu cutané 127. 

Le CLA exprimé par les LT interagit avec la sélectine E des cellules endothéliales, 

permettant la diapédèse des LT 128. Les molécules d’adhésion sont stockées au sein de 

l’appareil de Golgi et peuvent être rapidement mobilisées lors de la diapédèse 129.  

Les cellules endothéliales expriment également tous les TLR ce qui leur permet de 

reconnaître les PAMPS et donc de moduler l’inflammation 130,131. Ces cellules peuvent aussi 

sécréter des cytokines (IL-1α, IL-1β, CXCL8, CXCL2, CXCL3, CCL2, CCL20, M-CSF, 

GM-CSF, G-CSF, PDGF) 76, ce qui permet le recrutement de cellules immunitaires lors de 

l’inflammation. Ce processus est également facilité par la sécrétion de facteurs 

vasodilatateurs (NO) ou vasoconstricteurs (endothéline) au niveau local. Ces cellules peuvent 

aussi faire de la présentation antigénique via une expression du CMH-2 et des molécules de 

costimulation (CD40, CD80 et CD86) 103. 
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Figure 9) Organisation du système immunitaire cutané 

Schéma illustrant les différents types de cellules immunitaires présentes dans la peau. 

 

2) Acteurs issus du système hématopoïétique 

 

A) Les cellules dendritiques 

 

Les principales cellules dendritiques trouvées dans l’épiderme sont les cellules de 

Langerhans, elles sont en contact entre elles et avec les kératinocytes des couches supra-

basales via leurs dendrites. Dans le derme on trouve des cellules dendritiques sous la jonction 

dermo-épidermique. Ces cellules produisent des interférons, des molécules inflammatoires et 
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permettent la présentation croisée et la présentation des antigènes aux autres cellules 

immunitaires 132. 

Les cellules de Langerhans présentent quelques caractéristiques, comme le granule de 

Birbeck et l’expression de CD1a 133, CD207 et le CMHII. Elles représentent 2% des cellules 

de l’épiderme 134. Les cellules de Langerhans sont d'origine prénatale et peuvent perdurer tout 

au long de la vie, indépendamment des précurseurs dérivés de la moelle osseuse 135. Lors 

d’une réaction immunitaire il semblerait qu’ils puissent passer dans le derme suite à 

l’expression de protéases MMPs et migrer jusqu’aux ganglions 103. Cela permet ensuite le 

recrutement des autres acteurs immunitaires comme les LT 136. Elles peuvent activer les 

LTCD8+ et induire la différenciation des LTH2 137. Elles pourraient aussi être impliqués dans 

la tolérance, toutefois, leur rôle est encore sujet à plusieurs controverses 74, et le consensus 

actuel est plutôt axé sur un rôle de régulation. En cas de destruction, ces cellules peuvent être 

renouvelées à partir de monocytes recrutés au niveau de la lésion 138. Les cellules de 

Langerhans présentent un mélange de propriétés des macrophages (auto-entretien) et des DC 

(migration vers les ganglions lymphatiques et stimulation des lymphocytes T) 139. 

Les DCs du derme ont un rôle de présentation des antigènes et de sécrétion de cytokines. 

Elles expriment CD1c, CD206, CD209 et le CMHII 140–142. Les DCs peuvent aussi exprimer 

les TLR2 et 4 143. Une fois activés, ils participent à la réaction inflammatoire à travers la 

production de cytokines (IL12, IL18) 76,144.  

Les cellules dendritiques plasmacytoïdes produisent beaucoup d’IFN-α et β. Elles 

expriment les TLR7 et 9 qui sont intracellulaires et reconnaissent les acides nucléiques 

viraux. En cas d’infection virale, ces cellules produisent 10000 fois plus d’IFN-1 que les 

autres cellules et s’infiltrent dans la peau suite à la signalisation par les TLR. Enfin, elles 

produisent de l’IL-6 favorisant la ré-épithélialisation des plaies 103. 

 

B) Les lymphocytes T 

 

Ils dérivent de précurseurs hématopoïétiques de la moelle osseuse, et sont présents, outre 

la peau, dans les ganglions lymphatiques et la rate. Ils expriment un récepteur de 

reconnaissance des antigènes, le TCR (T cell receptor). Ils se divisent en plusieurs catégories, 

selon l’expression de marqueurs, et ont plusieurs fonctions. Les CD4+ peuvent reconnaître la 
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présentation de peptides par le CMHI et les CD8+ par le CMHII. Cette présentation de 

l’antigène se fait par des cellules présentatrices d’antigène comme les DCs. Une fois qu’ils 

ont reconnu un antigène, et selon l’action de plusieurs co-stimulateurs, les LT peuvent 

proliférer, générer des cytokines ou des cellules effectrices selon leur fonction. Les LT CD8+ 

sont des cellules cytolytiques, c’est-à-dire qu’elles sont capable de libérer des perforines et 

granzymes, ou d’induire l’apoptose via la voie Fas-FasLigand. Tous ces processus 

aboutissent à la lyse de la cellule ciblée. Les LT CD4+ sont des cellules auxiliaires, ils 

peuvent se différencier en TH1, TH2 et TH17. A l’issue de la réponse immunitaire, seule une 

partie des LT est conservée et constitue une population de lymphocytes mémoires, permettant 

une immunité adaptative, lors de nouvelles infections par le même pathogène. Cela permet 

une réponse immunitaire plus spécifique et rapide en cas de nouvelle infection par ce 

pathogène. Ces procédés sont d’ailleurs essentiels dans le processus de vaccination en 

médecine. 

Il est important de noter que la peau contient 2 fois plus de LT que le sang et qu’elle 

constitue ainsi un réservoir majeur de LT 145. La plupart d’entre eux sont des LT mémoires 

CD8+ αβ 146,147. Une partie d’entre eux exprime le marqueur de localisation tissulaire CLA 

145,148, CCR4, CCR8 et CCR10 92. Ils expriment également CD25 (récepteur de l’IL2) et 

HLA-DR 149. Les LT de l’épiderme sont surtout localisés dans les couches basales et 

suprabasales, à proximité des cellules de Langerhans 147. Les LT du derme sont quant à eux 

plus proches des veinules post capillaires ou proches de la jonction dermo-épidermique. Ces 

cellules sont le plus souvent des LT mémoires, et acquièrent un phénotype de cellules 

résidentes au contact de DCs cutanés et de cellules mésenchymateuses 150,151. Ils expriment 

CD103, suite à une sécrétion de TGF-β par les kératinocytes, ce qui permet leur maintien 

dans la peau 92. Les LT mémoires pourraient être recrutés dans la peau via la transformation 

de la vitamine D par les DCs en 1,25(OH)(2)D3  entraînant une surexpression de CCR10 152.  

Au niveau des LT CD4+, on retrouve les TH1, les TH2 Et les TH17 dans la peau. Les 

TH1 produisent l’IFN-γ lors de l’infection par des pathogènes intracellulaires. Les TH2 sont 

impliqués dans les réactions allergiques, la dermatite atopique 120 et les TH17 permettent une 

réponse face aux champignons et aux bactéries 100. Des populations de Th17 et aussi de TH22 

produisant l’IL-17 et l’Il-22 ont été identifiées et pourraient favoriser la production d’AMP 

par les kératinocytes lors de l’infection 99,153,154.  
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Le fait que la peau soit riche en LT mémoires permet une réponse rapide en cas 

d’infection par un pathogène auquel l’individu a déjà été exposé 155–158. Les LT peuvent 

entrer au niveau de l’épiderme en exprimant l’intégrine α1β1 qui se lie au collagène 4 de la 

membrane basale. Un modèle de réaction immunitaire cutanée est proposé en trois étapes 74. 

Dans un premier temps, suite à l’entrée du pathogène dans le tissu, les LT mémoires résidents 

réagissent s’il y a déjà eu une exposition à ce pathogène. Dans un second temps, les LT 

mémoires circulants sont recrutés de manière non spécifique. Enfin, les LT effecteurs, dirigés 

contre l’antigène de manière spécifique, produits dans les ganglions lymphatiques, sont 

recrutés dans la peau après expansion clonale suite à la migration des DCs présentant 

l’antigène de manière spécifique au bout de 24 à 72h 159. Le maintien des LT dans la peau sur 

le long terme est favorisé par la sécrétion d‘IL-7, d’IL-15 et de TGF-β par les kératinocytes 

en conditions d’homéostasie 92. 

Le rôle des LT régulateurs (Treg) n’est pas encore totalement défini. Toutefois, des 

études sur l’épiderme des follicules pileux de souris montrent que les Treg favorisent la 

réparation cutanée. En particulier, les Treg favorisent la différenciation des kératinocytes 

souches issus des follicules pileux murins via les cytokines CXCL5 et IL-17 160. Cela pourrait 

se faire via une diminution de la production d’IFN-γ. Ils pourraient aussi favoriser le maintien 

de l’homéostasie tissulaire en prévenant une inflammation systémique 92. Ils sont surtout 

localisés près des follicules pileux et 95% d’entre eux ont déjà été exposés à des antigènes, ce 

qui conduit à les considérer comme des « antigen experienced memory Treg » (mTreg). 

Outre les LT classiques, il y a également des Natural Killer T cells (NKT) 161 et des LT γδ 162. 

Chez l’homme, ces derniers représentent 2 à 9% des LT du derme et 1 à 10% des LT de 

l’épiderme. Ces cellules peuvent être impliquées dans la régulation des cellules cancéreuses. 

En effet, les LT γδ qui expriment NKG2D peuvent reconnaître les séquences MICA et MICB 

du CMHI, ce qui entraîne une réaction de co-stimulation et aboutit à la lyse de la cellule cible 

163. Ces séquences sont surexprimées en cas de stress cellulaire, par exemple par les cellules 

d’un mélanome 164. Les kératinocytes endommagés peuvent aussi surexprimer MICA et 

MICB, et donc être lysés par les NKT et les LT γδ 92. Les LT γδ produisent également des 

facteurs de croissance lors de la cicatrisation (CTGF, FGF9, KGF et IGF1) 165. Ils produisent 

également des cathélicidines lors des infections microbiennes 166. Les NKT pourraient 

également avoir un rôle de protection vis-à-vis des infections microbiennes en reconnaissant 

des glycolipides bactériens 161,167. Ils sont recrutés dans la peau en cas d’inflammation suite à 

la sécrétion de chimiokines et des interactions avec les kératinocytes 103. Les NK expriment le 
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marqueur CD56, mais pas le récepteur des T (TCR, CD3), ce qui leur permet d’avoir une 

réponse non spécifique. Ils libèrent des granules cytotoxiques comme les LT CD8+ 168. La 

production de cytokines inflammatoires comme le TNF-α et l’IFN-γ augmentent la 

cytotoxicité des NK. Une stimulation des NK et des LT CD8+ avec de l’IL-2 augmente leur 

cytotoxicité 168.  

 

C) Les mastocytes 

 

Ces cellules se trouvent dans la peau au niveau du derme à proximité des vaisseaux 

sanguins et de la lymphe. Ils expriment le CD117 et des récepteurs aux Fc des IgE. Ils sont 

impliqués dans les réactions allergiques de contact IgE dépendantes. Ces cellules recrutent et 

activent les NK en cas de réaction immunitaire 82. Ils peuvent être activés par certains 

composés du complément, des chimiokines, des TLR (TLR2,3 et 4) et des neuropeptides. Ils 

libèrent alors des granules présents dans leur cytoplasme des granules contenant des protéases 

et du TNF-α 169 et des protéoglycanes. Ils peuvent aussi sécréter des cytokines (IL-1α, IL-1β, 

CCL3, CCL4, IL-6, GM-CSF, IL-10, IFN-γ) 76, des prostaglandines, des leucotriènes, le PAF 

(platelet activating factor), favorisant l’inflammation. Ils expriment des marqueurs 

caractéristiques des cellules présentatrice d’antigène comme CD40, CD80 et CD86 ainsi que 

le CMHII, ce qui leur permettrait d’activer les lymphocytes T 170. Enfin, ils sécrètent du TGF-

β1 et des protéases qui impactent les fibroblastes et permettent la formation de fibrilles de 

collagène 103. 

 

D) Les macrophages 

 

Ces cellules sont issues des monocytes sanguins qui sortent des vaisseaux et infiltrent le 

derme où elles deviennent des cellules résidentes capables de phagocytose et de présentation 

antigénique. Ils expriment des TLR, sécrètent des enzymes (hydrolase, peroxydase) et des 

cytokines inflammatoires (IL-1α, IL-1β, CXCL8, CXCL2, CXCL3, CCL2, CCL3, CCL4, 

CCL5, IL-12, IL-6, M-CSF, GM-CSF, G-CSF, TGF- α, PDGF, VEGF, IL-1ra, TGF-β, IL-10, 

IFN-γ) 76. Ils expriment CD11b, CD14 et CD68, ainsi que HLA-DR et le facteur XIIIa. Les 
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macrophages sont donc capables de présenter des antigènes. Ils sont impliqués dans les 

processus de cicatrisation mais aussi d’inflammation en formant des syncitia 88. 

Lors d’une blessure cutanée, le tissu passe par une étape inflammatoire avant de se 

régénérer. Au cours des deux premiers jours suivant la blessure, les neutrophiles s’infiltrent 

dans le tissu et éliminent les tissus nécrosés ainsi que les bactéries présentes. Les monocytes 

circulants s’infiltrent ensuite dans le tissu et se différencient en macrophages, les M1 pro-

inflammatoires et les M2 anti-inflammatoires. Ces derniers stimulent la cicatrisation en 

sécrétant des cytokines comme l’IL-10, le TGF-β et le VEGF 171 et induisent une réponse des 

LT Th2 103. Toutefois, en cas de blessure chronique, comme un ulcère, il y a surtout des M1, 

sécrétant des cytokines inflammatoires comme l’Il-1β et le TNF-α 3. Les M1 sont recrutés au 

site de l’inflammation et ont une forte activité de phagocytose et bactéricide. Ils sécrètent 

beaucoup de cytokines pro-inflammatoires permettant la présentation antigénique, la 

phagocytose et la production de facteurs de croissance permettant la cicatrisation des plaies 

103. 

La sécrétion d’IL-1 par les kératinocytes permet, via une fixation sur le récepteur IL-1R 

des macrophages, une sécrétion de CXCl2 favorisant le recrutement de DC et donc la 

formation de clusters DC-LT dans la peau et la présentation antigénique 92. 

Des études sur un modèle murin mimant la réparation d’une blessure cutanée montrent 

que les macrophages de la plaie phagocytent et dégradent SFRP4, un inhibiteur de la voie 

Wnt, conduisant à une activation chronique de cette voie et à une fibrose cutanée. La 

suppression de cette phagocytose suffit à elle seule à inverser les mécanismes entre fibrose et 

régénération cutanée. Les macrophages peuvent donc influer sur la guérison des plaies 

cutanées 172. 

 

E) Les polynucléaires 

 

Ces cellules ne sont pas présentes dans la peau saine mais sont recrutées lors de 

l’inflammation, dans le cadre de l’immunité innée et adaptative. Les polynucléaires 

regroupent les éosinophiles, les basophiles et les neutrophiles, tous capables de sécréter des 

cytokines.  



Guillaume Mestrallet - Thèse de doctorat - 2021 

40 
 

Les éosinophiles sécrètent de l’IL-1α, TNF-α, CXCL8, CCL3, CCL4, CCL5, IL-12, IL-6, 

GM-CSF, TGF-α, TGF-β et l’IL-10 76. Ils représentent 3% des leucocytes sanguins et libèrent 

les protéines cytotoxiques contenues dans leurs granules lors des infections. Parmi les 

protéines contenues dans leurs granules, la protéine cationique éosinophile et la neurotoxine 

dérivée d’éosinophiles ont un effet antiviral activant les mastocytes et les basophiles. Dans la 

peau, ces cellules sont localisées dans le derme et expriment les TLR1, 4, 7 et 10 103.  

Les basophiles sécrètent de l’IL-1α, CXCL8, CCL3, CCL4, CCL5 76. Ils représentent à 

peine 1% des leucocytes sanguins et peuvent libérer des protéines (histamine, héparine) 

présents dans leurs granules. Ils expriment les TLR2, 3 et 4 et régulent l’inflammation 

cutanée. Ils sont en effet présents en plus grande quantité en cas de diverses pathologies 

cutanées 103.  

Les neutrophiles sécrètent de l’IL-1β, TNF-α, CXCL8, CXCL10, CCL3, CCL4, IL-12, 

VEGF, TGF-β et l’IL-10 76. Ce sont les cellules phagocytaires majoritaires du sang (60 à 70% 

des leucocytes sanguins). Ils sécrètent des bactéricides stockés dans leurs granules et 

interagissent avec le système du complément et les anticorps. Ils reconnaissent les pathogènes 

via les TLR1, 2 et 10, et sont recrutés dans la peau via la sécrétion de chimiokines variées 103. 

 

F) Les cellules lymphoïdes innées 

 

Les cellules lymphoïdes innées (ILCs) sont des cellules à morphologie lymphoïde, sans 

marqueur myéloïde ou dendritique et n’exprimant pas de récepteurs antigéniques. Elles 

interviennent dans l’immunité innée avec un rôle analogue aux LT CD4+. Elles régulent la 

migration des DC dans les ganglions et les LT à travers la présentation antigénique par le 

CMHII. Il en existe trois catégories. Les ILC1, ILC2 et ILC3 seraient les homologues de 

l’immunité innée des LT CD4 + helper 1 (TH1), des TH2 et des TH17 173.  

Les ILC1s expriment CD161 et sont activés par l‘IL-12 et l’IL-15. Ils produisent du TNF-

α et de l’IFN-γ. Ils pourraient être impliqués dans la dermatite allergique de contact. Les 

ILC2s expriment CLA, CCR4, l’IL-25R, l’IL-33R, KLRG1, CRTH2 et TSLPR. Ils 

produisent de l’Il-13 et de l’Il-5 en réponse à une stimulation par de l’IL-25, de l’Il-33, du 

TSLP ou du PGD2. Ils sont impliqués dans la dermatite atopique et leur action est inhibée par 

la E-cadhérine. En cas de dermatite atopique, les jonctions intercellulaires des kératinocytes 
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via la E-cadhérine sont altérées tout comme la protection par la filaggrine, ce qui favorise la 

production de cytokines pro-inflammatoires. Enfin les ILC3s expriment CLA et NKp44. Ils 

produisent de l’IL-17 et de l’IL-22 en réponse à une stimulation par de l’IL-1β et de l’IL-23. 

Ils sont impliqués dans le psoriasis 174.  

Le maintien des ILCs murins de la peau dépend de la sécrétion de facteurs des follicules 

pileux, ce qui permet un contrôle de la fonction des glandes sébacées et la régulation du 

microbiote cutané 110. 

 

G) Les thrombocytes 

 

Les thrombocytes, ou plaquettes sanguines, sont issus de la fragmentation des 

mégacaryocytes, de grandes cellules contenues dans la moelle osseuse. Elles survivent 8 à 12 

jours dans le sang et sont dégradées dans la rate. Elles sont de forme lenticulaire et mesurent 

entre 1,5 et 3,5 µm de diamètre. Leur concentration sanguine est de 150,000 à 400,000/µL de 

sang. Elles contiennent 827 protéines. Les thrombocidines 1 et 2 ont une action 

antibactérienne tandis que les facteurs de croissance (PDGF, TGF-β, EGF et VEGF) ont une 

action angiogénique et réparatrice dans le cadre de la réponse antimicrobienne. Les plaquettes 

activent les neutrophiles et les monocytes via la P sélectine de leurs membranes et son ligand 

PSG-L-1. Les neutrophiles, les monocytes, les macrophages et les cellules endothéliales sont 

régulées par différentes chimiokines (CXCL4, CXCL7, β-thromboglobuline, le peptide 

activant les neutrophiles (NAP), CCL3 (protéine inhibitrice des macrophages-1α, MIP 1a), 

CCL5, CXCL1 et CXCL5). Le recrutement des plaquettes permet donc une cicatrisation 

efficace 103 et l’arrêt du saignement via la formation d’un thrombus. 

Toutes ces cellules sont impliquées dans la mise en place et la régulation de l’immunité 

cutanée, notamment via la production de cytokines et la reconnaissance antigénique. 
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III. Mécanismes moléculaires de l’immunité cutanée en 

conditions normales et pathologiques 

 

1) Mécanismes d’activation du système immunitaire cutanné en 

conditions normales 

 

A) La reconnaissance des pathogènes par les récepteurs TLR et NLR 

 

La famille des Toll-like receptors (TLR), contient 10 membres chez l’homme. Ils 

appartiennent à la super-famille des Pattern recognition receptors (PRR) qui reconnaissent 

des Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPS), exprimés par des pathogènes. Les 

nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLR) reconnaissent aussi 

les PAMPS et sont exprimés par les kératinocytes 92. Les TLR sont des glycoprotéines 

membranaires qui reconnaissent différents ligands. Les TLR1, 2, 6 et 10 reconnaissent des 

lipoprotéines, TLR3 de l’ARN, TLR4 reconnaît le LPS bactérien, TLR5 la flagelline, TLR7, 

8 et 9 de l’ARN ou de l’ADN 175,176. Les TLR1, 2, 4, 5 et 6 sont localisés à la membrane, 

tandis que les TLR3, 7, 8 et 9 sont localisés dans des endosomes avec un domaine TIR 

cytosolique permettant la transduction du signal.  

La fixation des PAMPS sur les TLR entraîne la production de cytokines permettant le 

recrutement des cellules immunitaires. La plupart des TLR ont une fonction pro-

inflammatoire excepté le TLR10 177. Les données de transcriptomique indiquent que les 

TLR1, 2, 3 et 5 sont exprimés dans les kératinocytes de manière constitutive alors que le 

TLR4 est beaucoup plus exprimé en présence de LPS 178–180. Lors d’une inflammation 

comme dans le cas du psoriasis, TLR5 est sous exprimé dans les kératinocytes tandis que 

TLR1 et 2 sont surexprimés 178. Les CL expriment les TLR1, 2, 4 et 8 et sont moins sensibles 

à leurs ligands 181, tandis que les autres CD expriment les TLR1, 2, 3, 5, 6, 8 et 10 182. Les 

mastocytes expriment tous les TLR sauf TLR8 et 10 et répondent aux ligands des TLR1, 2, 3, 

4 et 6 182. Les neutrophiles expriment tous les TLR sauf TLR3 mais ne sont pas sensibles aux 

ligands de TLR9. Les éosinophiles expriment les TLR1, 4, 7, 9 et 10 mais ne sont sensibles 

qu’aux ligands de TLR7 182. Les cellules endothéliales expriment tous les TLR 130. 
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La voie de signalisation principale des TLR, excepté pour TLR3, est la voie impliquant 

MyD88/ NF-κB, permettant la production de cytokines inflammatoires. Pour le TLR3, mais 

aussi pour le TLR4, il existe également une autre voie, impliquant TRIF, permet d’activer 

NF-κB et IRF3. Cela induit la production d’interféron (IFN-β) et de l’expression des gènes 

associés. Il y a aussi une production d’interférons pour les TLR7, 8 et 9 175,176. La production 

de cytokines associée à la signalisation des TLR permet à la fois l’activation de l’immunité 

innée et adaptative. Par ailleurs, l’expression des TLR peut aussi être régulée par les 

cytokines. Par exemple, l’expression de TLR3 sur les kératinocytes est induite par l’IFN-γ et 

cela permet, en présence du ligand poly (I:C), d’augmenter la production d’IL-6, d’Il-8 et de 

défensine 183. La fixation du ligand poly (I:C) sur le TLR3 permet aussi d’induire la 

production d’IL-1 β et d’IL-18, ce qui active les DCs et favorise la différentiation des LT en 

Th1 in vitro 92. La signalisation par TLR3 des kératinocytes permet la production de CXCL9 

et CXCL10 favorisant le recrutement des Th1. De même, elle induit la sécrétion de CCL20 et 

CCL27 ce qui permet le recrutement des LT mémoires 92. L’expression de TLR3 et la 

réponse antivirale peut aussi être augmentée par une élévation du niveau de calcium 

extracellulaire 184, favorisant par ailleurs la différenciation des kératinocytes. 

La voie de signalisation des NLR conduit à l’activation de l’inflammasome via NLRP3 et 

la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1β et l’IL-18. Les kératinocytes 

expriment les NLR NOD1 et NOD2, ce qui permet la reconnaissance de produits bactériens 

et favorise l’inflammation via la voie NF-κB et la signalisation MAPK 92. 
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Figure 10) Les TLR permettent la reconnaissance des pathogènes par les cellules 

A. Tableau récapitulatif des différents TLR et des ligands respectifs qu’ils peuvent 

reconnaître. B. Schéma illustrant la voie de signalisation intracellulaire des TLR via la voie 

NF-ϰB. Source : Akira et Takeda, 2004. 

 

B) L’activation immunitaire par le système HLA 

 

a) Gènes et classification du système HLA 

 

Le système HLA (Human Leucocyte Antigen), a été découvert en 1958 par Jean Dausset 

en étudiant la capacité de sérums de gens polytransfusés à agglutiner des lymphocytes de 

sujets sains 185. C’est un système de gènes qui permet d’encoder les protéines du Complexe 

Majeur d’Histocompatibilité (CMH). Les protéines du CMH sont exprimées par les cellules, 

ce qui leur permet de présenter des antigènes aux cellules du système immunitaire, entraînant 

ou non son activation.  
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Il existe 3 classes de gènes HLA chez l’homme. La classe 1 (HLA-A, B, C, E, F et G) 

permet à la cellule de présenter des antigènes issus de l’intérieur de la cellule (par exemple 

des protéines virales). Cela peut entraîner l’activation des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques 

et la lyse des cellules. Les molécules de la classe 1 sont présentes sur toutes les cellules 

nucléées (les globules rouges n’en ont pas par exemple) de l’organisme et ont un niveau 

d’expression variable. La classe 2 (DP, DQ, DM, DR) permet à la cellule de présenter des 

peptides issus de l’extérieur. Cela peut entraîner l’activation des Lymphocytes T CD4+ 

helpers qui vont ensuite stimuler la production d’anticorps par les lymphocytes B, dirigés 

contre l’antigène présenté. Les molécules de la classe 2 sont exprimées par les cellules 

présentatrices de l’antigène (lymphocyte B, CD) et par d’autres cellules lors d’une réponse 

immunitaire (ex: cellules endothéliales). Enfin, la classe 3 permet d’encoder des gènes du 

système du complément.  

L’expression de ces gènes est stimulée par l’IFN-γ et diminuée lors de l’activation des 

systèmes d’échappement immunitaire impliqués dans le développement d’une tumeur. Le 

système HLA est polygénique, et ces gènes sont localisés sur le chromosome 6 humain. Ces 

gènes sont transmis lors de la reproduction, avec parfois un crossing over de 1% entre les 

gènes A et B, B et DR, DR et DQ. La structure des molécules de la classe 1 et de la classe 2 

diffère. Les molécules de la classe 1 sont composées de 3 chaînes α et d’une microglobuline 

β. Les molécules de la classe 2 sont composées de 2 chaînes α et de 2 chaînes β. La partie 

extra-membranaire du CMH mesure 7nm tandis que la partie membranaire mesure 5nm. Le 

peptide est présenté au niveau d’une poche située à la surface et composé de feuillets β 

entourés d’hélices α. Le polymorphisme des gènes HLA est important et touche 

principalement cette poche. Fin 2015, plus de 10000 allèles de classe 1 et 3000 de classe 2 

étaient recensés, pour plus de 7000 protéines de classe 1 et 2500 de classe 2. Par exemple, 

pour HLA-G, il y avait en 2015 51 allèles et 17 protéines connus. 
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Figure 11) Organisation du système HLA 

A. Il existe 3 classes de gènes HLA chez l’homme, codés sur le chromosome 6. B.  Les 

molécules de la classe 1 sont composées de 3 chaînes α et d’une microglobuline β. Les 

molécules de la classe 2 sont composées de 2 chaînes α et de 2 chaînes β. C. La classe 1 

(HLA-A, B, C, E, F et G) permet à la cellule de présenter des antigènes issus de l’intérieur de 

la cellule (par exemple des protéines virales), entraîner l’activation des lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques et la lyse des cellules. D. La classe 2 (DP, DQ, DM, DR) permet à la cellule de 

présenter des peptides issus de l’extérieur, ce qui entraîne l’activation des Lymphocytes T 

CD4+ helpers qui vont ensuite stimuler la production d’anticorps par les lymphocytes B, 

dirigés contre l’antigène présenté. Source : Klein et Sato, 2000. 

 

b) Présentation antigénique et activation immunitaire par le système HLA 

 

Le système HLA permet de présenter les antigènes aux cellules immunitaires. La 

présentation de l’antigène par le CMHI se fait par contact avec le TCR des LT CD8+. Le 

peptide ne mesure que quelques AA de long et a une faible affinité (Kd ~ 10-6 M) avec la 

poche, ce qui lui permet de présenter plusieurs peptides différents. Les mécanismes de 
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présentation sont distincts. En ce qui concerne le CMHI, les protéines présentes dans le 

cytosol sont dégradées par le protéasome et les débris peptidiques sont importés dans le REG 

via TAP. Ils sont ensuite chargés sur le CMH via la Tapasine. Le complexe CMHI/peptide est 

alors transporté jusqu’à la membrane de la cellule en passant via des vésicules dans l’appareil 

de Golgi. Le complexe CMHII/peptide invariant est lui aussi transporté du REG à l’appareil 

de Golgi, puis le peptide invariant est digéré et le peptide CLIP est remplacé dans la vésicule 

par un peptide exogène préalablement endocyté et digéré. Le complexe CMHII/peptide est 

alors transporté à la membrane de la cellule. Toutefois, les deux mécanismes peuvent se 

compléter lors de la présentation croisée. En effet, un peptide exogène digéré dans un 

endosome peut être libéré dans le cytoplasme et ainsi rejoindre le mécanisme de présentation 

du CMHI. 

Le système HLA permet d’activer les lymphocytes. La reconnaissance du complexe 

CMH/peptide par le TCR des lymphocytes entraîne une cascade de transduction aboutissant à 

leur activation. La structure de ce complexe a été déterminée en 1996 186. Ces mécanismes 

impliquent également une interaction avec le CD4/CMHII pour les LT CD4+ et une 

interaction CD8/CMHII pour les LT CD8+. Les contacts sont facilités par des molécules 

d’adhésion exprimées à la surface des cellules comme les ICAM. Il existe également un 

signal de costimulation impliquant la molécule B7 (CD80 ou CD86) à la surface des cellules 

infectées et le CD28 des lymphocytes T. 

Le système HLA permet également de réguler les NK. L’interaction entre le CMHI et les 

récepteurs KIR (Killer Ig-like Receptors) permet d’inhiber l’activité cytotoxique du NK. Ce 

mécanisme est par exemple mis en place lors de la grossesse où les cellules embryonnaires 

expriment HLA-G, ce qui permet de les protéger de la lyse par les NK de la mère. Une cellule 

déficiente en CMHI a plus de chances d’être lysée par les NK. Cela permet la reconnaissance 

du soi et permet aux cellules de l’organisme de ne pas être lysées par son propre système 

immunitaire. 
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Figure 12) La présentation antigénique via le système HLA permet l’activation des 

lymphocytes T 

A. La liaison entre le T-cell receptor (TCR) et le complexe HLA/peptide permet à la cellule 

présentatrice d’antigène d’activer le lymphocyte. B. Les molécules de costimulation CD4 et 

CD8 permettent l’activation des lymphocytes correspondant, via une interaction avec le 

CMHII et le CMHI respectivement. C. Il existe de nombreuses molécules de costimulation 

(CD40, CD86) ou d’inhibition (PD-L1, CTLA-4). Source : Klein et Sato, 2000 ; Lichtman et 

al., 2017 ; Baumeister et al., 2016. 

 

c) Système HLA et tolérance de greffe 

 

Le système HLA est également très impliqué lors de la greffe et la transplantation. En 

effet, le HLA du donneur peut être considéré comme un antigène étranger par le patient. Cela 

est dû au fait qu’il y a un grand polymorphisme (environ 1010 combinaisons possibles) et au 

fait que ce système est exprimé dans tout l’organisme, ce qui fait qu’il est facilement détecté 

par le système immunitaire. Le rejet de greffe peut être provoqué par la réponse cellulaire 

(lymphocytes T CD8) et la réponse humorale (anticorps anti-HLA) dirigées contre le système 

HLA.  

1 à 10% des LT circulants sont alloréactifs, pour un individu qui n’a jamais été en contact 

avec un allo-antigène mais 105 fois plus de LT sont capables de reconnaître un peptide 
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étranger sans contact préalable. Cela s’explique car les CMH de deux individus présentent 

des surfaces proches permettant au TCR d’un individu de reconnaître le CMH d’un autre 

individu. Dans le même temps, les peptides présentés par le CMH allogénique sont différents 

de ceux de l’individu et sont donc reconnus comme étranger, pouvant donc déclencher une 

réaction immunitaire dirigée contre le greffon. La réactivité croisée du TCR explique donc 

l’alloréactivité des LT. 1 TCR reconnaît 106 à 107 peptides 187, ce qui lui permet de 

reconnaître spécifiquement un peptide du non-soi parmi un excès de plus de mille peptides du 

soi (il y est exposé au moins une fois dans le thymus). 

Du fait de la proximité de la surface et de la forme des molécules HLA (par exemple, cas 

des spécificités larges Bw4 et Bw6, des groupes de réactions croisées), il est aussi possible 

que des anticorps anti-HLA en reconnaissent plusieurs. Ces anticorps anti-HLA ne sont 

normalement pas présents sans qu’il y ait eu un événement immunisant allogénique Il peut y 

avoir plusieurs origines de ces anticorps (transfusions de culots globulaires, transfusions 

plaquettaires, grossesse, transplantation antérieure). Ils peuvent entraîner un rejet de la greffe 

via différents mécanismes (activation du complément, recrutement des cellules 

phagocytaires) 188,189. 
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Figure 13) Les mécanismes immunitaires impliqués dans le rejet de greffe allogénique 

Schéma illustrant les différents mécanismes du rejet de greffe. Les cellules présentatrices 

d’antigène (APC) du donneur peuvent stimuler les LT du receveur, ou les APC du receveur 

peuvent présenter des peptides du greffon aux LT. Cela peut aboutir à l’activation des 

macrophages, la lyse médiée par les NK et les LT CD8+ (ADCC) ou le système du 

complément. 

 

C) Régulation de l’immunité cutanée par les cytokines 

 

a) Les cytokines primaires 

 

Ces cytokines sont les premières à être sécrétées lors d’une réaction inflammatoire et leur 

sécrétion entraîne celle d’autres cytokines. Elles peuvent être pro ou anti inflammatoires.  

L’interleukine-1 existe sous plusieurs formes, IL-1α, IL-1β et l’IL-1ra (receptor 

antagonist) qui se lient au même récepteurs. Ces récepteurs sont IL-1R1 et Il-1R2. IL-1R1 
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permet l’activation de la voie NF-κB cytoplasmique 190. IL-1ra se lie au récepteur mais 

n’induit aucun signal de transduction. Dans la peau, IL-1α est majoritairement sécrétée par 

les kératinocytes (KC) alors que l’IL-1β est plutôt sécrétée par les cellules de Langerhans 

(CL). Les kératinocytes stockent de l’IL-1α active 191 alors qu’ils produisent la pro-IL-1β 

sous forme inactive. Cette forme inactive eu ensuite être activée suite à l’action de la 

convertase ICE, synthétisée par les CL, les mastocytes, monocytes, macrophages et 

neutrophiles. Les CL peuvent donc, à la différence des kératinocytes, produire la pro-IL-1β et 

l’enzyme permettant son activation 112,192. L’IL-1α est pro-inflammatoire, permet d’induire sa 

propre expression, celle d’autres cytokines (IL-6, IL-8, TNF-α), de molécules d’adhésion 

permettant l’infiltration cellulaire, la prolifération des kératinocytes et l’activité des 

macrophages. L’IL-1β quant à elle permet d’augmenter la circulation des CL entre 

l’épiderme et la jonction dermo-épithéliale. Des mutations du gène NLRP1 chez l’humain 

peuvent favoriser, via une sécrétion paracrine d’IL-1, une hyperplasie, une inflammation 

cutanée et des cancers. Ce mécanisme met en jeu l’inflammasome 193. 

Le tumor necrosis factor-α (TNF-α) existe sous une forme membranaire et une forme 

soluble. La forme membranaire se fixe surtout sur le récepteur TNF-R2, permettant des 

réactions inflammatoires locales. La forme soluble est produite par clivage de la forme 

membranaire par la protéase TACE. Elle se fixe plutôt sur le récepteur TNF-R1 ce qui 

entraîne une réaction inflammatoire systémique. Ces deux formes activent la voie NF-κB. Il 

est stocké dans les mastocytes 169 mais aussi, lorsqu’ils sont activés, par les kératinocytes et 

les CL 194,195. Il est possible d’augmenter sa synthèse dans les kératinocytes via la PKC ou en 

stabilisant l’ARNm 196. Il est également pro-inflammatoire et permet l’expression d’autres 

cytokines pro-inflammatoires. La production de TNF-α et d’IFN-γ augmente la cytotoxicité 

des NK 168. La sécrétion de TNF-α par les kératinocytes permet l’activation et la migration 

des LCs dans les ganglions lymphatiques où elles présentent les antigènes aux LT et leur 

permettent d’exprimer le cutaneous leukocyte antigen (CLA) 92.  

Toutes ces cytokines peuvent agir de concert et sont imbriquées dans des processus 

communs. Par exemple, l’IL-1α, avec l’IL-17 et le TNFα, active l’immunité innée via la 

production de peptides antibactériens 197. Selon le contexte, les effets vont aussi varier. Par 

exemple, l’IL-1β, induite par la voie TLR4/p38 et la signalisation JNK MAPK va permettre 

la cicatrisation en présence d’IL-6 198, tandis que dans le contexte du psoriasis, l’IL-1β induit 

une résistance à l’insuline via la voie p38 MAPK et une prolifération des kératinocytes 

indépendante de l’insuline 199. Dans les cicatrices hypertrophiées suite à des brûlures, il y a 
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une surexpression de l’IL-1β et du récepteur au TNF-α (TNF-R1) 200. Dans le cadre d’une 

surexposition aux UV, la peau humaine va aussi vieillir précocement via une surexpression 

d’IL-1β 201. L’exposition aux UV induit une production de cytokines des kératinocytes (IL-1, 

Il-18), mais aussi des LTH1 et LTH2 (en 3 pics distincts après exposition aux UVB) ; ces 

derniers produisant alors de l’IL-1β, IL-2, Il-3, IL-4, IL-5, IL-6, Il-8, Il-10, du TNF-α et GM-

CSF 202. La sécrétion de TNF-α et d’IL-1β par les kératinocytes en cas de blessure induit 

l’expression de CCL27 par les kératinocytes adjacents, ce qui favorise le recrutement des LT 

mémoire via le CCR10 et la réponse immunitaire 92. 

 

b) Les cytokines secondaires 

 

L’Il-6, pro-inflammatoire, peut être produite par beaucoup de cellules comme les 

kératinocytes et permet d’activer la production protéique de la phase aigüe de l’inflammation. 

Ses récepteurs se situent surtout sur les lymphocytes et les hépatocytes. Elle favorise la 

prolifération et la différenciation des LT cytotoxiques et des LB 203. Elle active la voie 

JAK/STAT. L’IL-6 peut augmenter la fibrose lors de la cicatrisation dans des conditions 

auto-inflammatoires comme la sclérose 204. 

L’IL-10, anti-inflammatoire, est produite par les LT Th2, les kératinocytes, les DC, les 

mastocytes et les monocytes. Elle inhibe la sécrétion des cytokines des LT Th1 205 et d’autres 

cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines. La voie de signalisation impliquée lors de sa 

fixation à son récepteur IL-10R est la voie JAK/STAT. Plusieurs pistes pour réduire la 

formation de grosses cicatrices via une surexpression d’Il-10 ont été étudiées 206,207. 

En conditions non-inflammatoires, les kératinocytes sécrètent de l’Il-7, de l’IL-15 et du 

TGF-β permettant le maintien des LT résidant dans la peau 92. Cela se fait par une 

surexpression de CD69, CD103 et une sous-expression de S1PR1 sur les LT mémoire 

résidant dans la peau. 

Le transforming growth factor (TGF-β), anti-inflammatoire ou non, est sécrété par les 

plaquettes et les kératinocytes activés. Il inhibe la différenciation des macrophages, l’activité 

des monocytes et des LT CD8+, et la présentation des antigènes par les CL 208,209. Il favorise 

aussi la formation de LT mémoires résidant dans la peau et la génération de LTreg 

protecteurs contre les allogreffes en combinaison avec l’IL-2 et l’acide rétinoïque 92. Il 



Guillaume Mestrallet - Thèse de doctorat - 2021 

53 
 

permet cependant l’adhésion et le chimiotactisme des leucocytes lors de l’inflammation et 

peut activer la migration des DCs dans les ganglions lymphatiques, favorisant le recrutement 

des LT dans la peau 92. Cette fonction pro ou anti inflammatoire dépend du stade de 

différenciation de la cellule ayant son récepteur et de l’activation de la voie Smad 210. 

Tout comme pour l’IL-1, les kératinocytes peuvent aussi produire de l’Il-18 pro-

inflammatoire sous forme inactive 192,211. Ces cytokines peuvent alors être clivées par la 

caspase-1 via l’inflammasome et NLRP3 lors d’une exposition aux UV 212.  

L’IL-34, une cytokine anti-inflammatoire, produite par les kératinocytes et se fixant sur le 

récepteur de M-CSF, permet une fois l’inflammation terminer de maintenir en vie les LC 213. 

L’IFN-γ a un rôle pro-inflammatoire dans la peau. En effet, une simple dose suffit pour 

induire une cascade de production de cytokines (TNF, IL-23) par les LT et les DC de la peau 

214. Il existe de plus une boucle de régulation positive entre la production d’IFN-γ et celle 

d’IL-33. En effet, les kératinocytes exposés à l’IFN-γ produisent alors plus d’IL-33, ce qui 

induit en retour une plus grande production d’IFN-γ 215. 

L’Il-33 est aussi produite par les kératinocytes sous une forme inactive, la pro-IL-33, 

localisée dans le noyau où elle réprime la transcription des cytokines pro-inflammatoires 216. 

La forme active après clivage permet la signalisation des cytokines des TH2 via ST2 217. La 

signalisation d’Il-33 est induite par l’IFN-γ, l’IL-17 et le TNFα 218. 

L’IL-25, tout comme l’IL-33 et l’IL-1α, est stockée dans les kératinocytes et est sécrétée 

sous l’action de protéases lors de l’altération de l’épiderme, ce qui participe à l’activation de 

la réponse immunitaire 92. 

 

c) Les chimiokines 

 

 Ce sont des molécules sécrétées qui permettent, par chimiotactisme, d’influer sur le 

recrutement et la mobilité de différentes cellules immunitaires au sein du tissu, en réponse à 

l’infection par un agent pathogène 219. Elles peuvent aussi jouer sur l’activation et la 

différenciation des cellules immunitaires 220.  

Les 2 familles les plus connues sont les familles CC et CXC, différenciées selon la 

position de résidus cystéines. Les CXC comme CXCL8 (IL-8) attirent surtout les 
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neutrophiles lors de la cicatrisation 221, tandis que les CC attirent des leucocytes plus variés 

(des basophiles et des LT pour CCL2, des LT pour CCL3, des éosinophiles, des LT et des CD 

pour CCL4 et CCL5). Les CXC (hormis CXC12) ainsi que l’IL-1β sont plus exprimées dans 

les kératinocytes proches de larges brûlures, tandis que les CC sont moins exprimés 222,223. Le 

processus de chimiotactisme fait intervenir un gradient des chimiokines, qui est mis en place 

par la fixation de ces dernières aux protéoglycanes cellulaires et à la matrice extracellulaire. 

Les récepteurs aux chimiokines sont couplés aux protéines G, il en existe 4 types et les 

interactions chimiokine/récepteur sont peu spécifiques 224. 

 

d) Les facteurs de croissance 

 

Ce sont des molécules permettant d’induire la différenciation et la prolifération des 

cellules souches. GM-CSF est très impliqué lors d’une inflammation et peut être produit par 

les kératinocytes en présence d’IL-1. Il permet la croissance des neutrophiles, des 

macrophages et des éosinophiles, mais aussi la maturation et la migration des CL murins 225. 

Les CL, CD et macrophages ont des récepteurs au GM-CSF. M-CSF contrôle lui le 

développement des macrophages 213. 

 

e) Le système du complément 

 

Il existe des mécanismes de lyse des cellules infectées par un pathogène, qui peuvent être 

médiés par les anticorps, comme l’activation du complément par la voie classique 226. Lors de 

l’activation de cette voie, la protéine C1q interagit avec un complexe antigène-anticorps. Il a 

été montré que C1q ne reconnaît le complexe anticorps-antigène que si les anticorps forment 

des hexamères d’IgG 227,228. Il s’ensuit une cascade protéolytique : C1q active C1r et C1s, qui 

vont cliver C2 et C4; C2b et C4b forment un complexe, la C4b2a C3 convertase, qui clive C3 

en C3a et C3b; C4b et C3b forment ensuite la C5 convertase qui va cliver C5 en C5a et C5b. 

Enfin, C5b recrute les protéines C6 à C9 à la surface des cellules, permettant la formation du 

complexe d’attaque membranaire (CAM) 229. La fixation du CAM entraîne une augmentation 

des flux calciques membranaires, ce qui entraîne une altération des mitochondries et la mort 

des cellules 230. De plus les fragments solubles C5a et C3a permettent la diapédèse des 
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neutrophiles et des monocytes, l’activation des cellules endothéliales et monocytes, la 

dégranulation des mastocytes et l’activation de l’hématopoïèse.  

Il existe des protéines régulatrices du système du complément. CD46 est un cofacteur 

permettant l'inactivation par clivage des composants du complément C3b et C4b par le 

facteur sérique I, ce qui protège la cellule 231. CD55 interfère avec la conversion de C2 en 

C2a, empêchant ainsi la formation de la C4b2a C3 convertase 232. CD59 peut lui empêcher 

C9 de polymériser et former le CAM 233. Toutes ces protéines sont exprimées à la surface des 

cellules humaines ce qui leur permet d’être protégées de la lyse par le complément.  

 

Figure 14) Les kératinocytes participent à la régulation de l’inflammation et favorisent 

le maintien d’une mémoire immunitaire via la sécrétion de cytokines 

A. Les kératinocytes peuvent réguler l’inflammation via la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (IL-1, IL-6) ou anti-inflammatoires (TSLP, TGF-β). B. Les kératinocytes 

favorisent aussi le maintien d’une mémoire immunitaire via la sécrétion de cytokines (IL-7, 

IL-15, TGF-β). 
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2) Dysfonctionnements immunitaires cutanés en conditions 

pathologiques 

 

A) Les pathologiques auto-immunes 

 

En cas de pathologie, les populations immunitaires épidermiques sont modifiées. Une 

étude de single cell a récemment mis en évidence une signature des cellules dendritiques dans 

la peau saine humaine et murine. Ils ont par contraste identifié des lymphocytes T 

cytotoxiques exprimant l’IL-13 et l’IL-22 en cas de dermatite atopique et des lymphocytes T 

helper 17 en cas de psoriasis 234. 

 

a) La dermatite atopique 

 

Les cellules lymphoïdes innées (ILC) constituent un groupe de cellules immunitaires 

provenant d'un progéniteur lymphoïde commun. Les ILC n'expriment pas de gènes activant la 

recombinaison (RAG) et sont par conséquent caractérisées par l'absence de récepteurs 

antigéniques 235. Ces cellules n'expriment pas non plus de marqueurs de cellules myéloïdes ou 

dendritiques 235. Les ILC exercent des fonctions immunitaires analogues à celles des LT 

CD4+ (également appelées TH), régulent la migration des DC dans les ganglions 

lymphatiques et sont capables de présenter des antigènes aux cellules TH via le CMHII 173. 

Le groupe des ILC comprends trois groupes, les ILC1, les ILC2 et les ILC3, qui seraient les 

homologues de l’immunité innée des LT CD4 + helper 1 (TH1), des TH2 et des TH17 173. 

Les ILC jouent donc un rôle dans l'immunité protectrice et la régulation de 

l'inflammation, via des facteurs solubles et des contacts avec les kératinocytes. Un signal pro-

inflammatoire peut résulter de la sécrétion d'IL-25, Il-33, TSLP et PGD2 par les 

kératinocytes, qui induit alors la production d'Il-13 et d'Il-5 par les ILC2 236. Au contraire, 

l'interaction directe entre les ILC2 et les kératinocytes via la E-cadhérine inhibe la production 

d'IL-5 et d'IL-13. Dans la dermatite atopique, une carence en expression de la E-cadhérine 

réduit les jonctions intercellulaires, ce qui favorise la production de cytokines pro-

inflammatoires par les ILC2 236. Récemment, un anticorps monoclonal humain, dirigé contre 

la sous-unité α du récepteur de l'IL-4, bloquant la signalisation de l'IL-4 et de l'IL-13 a été 
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évalué dans des essais cliniques chez des patients atteints de dermatite atopique, avec une 

amélioration significative de la gravité de la maladie 237. 

La forte présence de Staphylococcus aureus au niveau des lésions cutanées des patients 

atteints de dermatite atopique limite la présence d’espèces anaérobies. Cela entraîne une 

modification transcriptionnelle des gènes de la fonction barrière, du métabolisme, de la 

défense antimicrobienne et de la signalisation des LTH2 238. 

 

b) L’alopécie areata 

 

Un autre exemple de pathologie cutanée impliquant une dérégulation immunitaire est 

l'alopécie areata, qui se caractérise par une diminution de la pilosité, notamment mais pas 

exclusivement sur le cuir chevelu 239. Les follicules pileux sont normalement préservés du 

système immunitaire, un phénomène appelé privilège immunitaire. L'altération de ce 

privilège immunitaire est l'une des causes de l'alopécie areata 240. Le contexte 

physiopathologique décrit est celui d’une maladie auto-immune, avec une infiltration 

anormale de LT. Cela provoque une inflammation locale et la destruction des follicules 

pileux 239. L'expression du CMH par les kératinocytes favorise le maintien de LT autoréactifs 

dirigés contre les follicules pileux 241. 

 

c) Le psoriasis 

 

En cas de psoriasis, les propriétés immunitaires des kératinocytes sont altérées. Le 

psoriasis en plaques (psoriasis vulgaris) représente environ 90% des cas 242. L'expression de 

TLR5 est réduite dans les kératinocytes, tandis que le TLR1 et le TLR2 sont surexprimées 178. 

L'expression de CCL20, CXCL9, CXCL10 et CXCL11 est augmentée, entraînant une 

attraction accrue des LT 102. De plus, dans la peau psoriasique, la sécrétion de CXCL1 et 

CXCL8 par les kératinocytes favorise le recrutement de neutrophiles 102. Enfin, la sécrétion 

d'IL-1β par les kératinocytes induit une croissance indépendante de l'insuline via l'activation 

de la voie de signalisation p38 MAPK, qui altère la différenciation et participe à l'état 

hyperprolifératif de l'épiderme observé dans le psoriasis 199. 
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Les cellules épidermiques sont renouvelées tous les 3 à 5 jours en cas de psoriasis plutôt 

qu’en 28 à 30 jours. Cela serait dû à la maturation prématurée des kératinocytes induite par 

une cascade inflammatoire dans le derme impliquant les cellules dendritiques, les 

macrophages et les LT. Ces cellules immunitaires migrent dans l’épiderme et sécrètent des 

cytokines (IL-36γ, TNF-α, IL-1β, IL-6 et IL-22), favorisant la prolifération des kératinocytes 

243. Une activation anormale du système du complément est également impliquée dans le 

développement de la pathologie 244. Le récepteur à l'arylhydrocarbure (AHR) est un facteur 

de transcription, qui est activé par des contaminants environnementaux comme la dioxine, les 

substances xénobiotiques, le tryptophane, le glucosinolate et les métabolites polyphénoliques 

245. Son activation limite la perte d'eau transépidermique et l’inflammation chronique en cas 

de psoriasis 246. 

 

d) Le vitiligo 

 

Les mélanocytes sont également concernés par des dérégulations immunitaires affectant 

la peau. Le vitiligo en est un exemple majeur. Cette pathologie se caractérise par la 

dépigmentation progressive de l’épiderme, du fait de la disparition complète des 

mélanocytes. Dans le vitiligo, une sensibilité accrue des mélanocytes au stress oxydatif a été 

mise en évidence 120. La destruction des mélanocytes se produit par l'action des cellules de 

l'immunité innée (NK), puis par les cellules de l'immunité adaptative (LT CD8+) 120. Des 

études menées sur des modèles murins ont montré que le programmed death ligand 1 (PD-L1, 

également nommé CD274) peut favoriser le recrutement des LTreg. Cela pourrait constituer 

la base d'une stratégie thérapeutique de réduction de la dépigmentation en cas de vitiligo 247. 

Le GPNMB est exprimé dans les kératinocytes épidermiques humains mais disparaît dans 

la peau lésionnelle du vitiligo 248. Il est impliqué dans l'adhésion cellulaire, la protection 

contre le stress et le maintien des cellules souches. Dans la peau, le GPNMB des mélanocytes 

favoriserait la pigmentation par la formation de mélanosomes, mais le rôle du GPNMB dans 

les kératinocytes n’est pas encore bien compris 249. L’IFN-γ et l’IL-17A, deux cytokines 

impliquées dans le développement du vitiligo, inhibent l'expression de GPNMB par les 

kératinocytes in vitro 248. Une diminution de l'expression du GPNMB dans les kératinocytes 

pourrait affecter le maintien ou la survie des mélanocytes en cas de stress oxydatif. 
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Il existe donc de nombreux dysfonctionnements immunitaires dans les pathologies 

cutanées, qui impliquent des cellules non hématopoïétiques telles que les mélanocytes et les 

kératinocytes. 

 

 

Figure 15) Dysrégulation de fonctions immunitaires cutanées dans un contexte 

physiopathologique 

Les kératinocytes sont impliqués dans les pathologies comme A la dermatite atopique, B le 

vitiligo, C le psoriasis. Cela peut impliquer des défauts de cohésion entre kératinocytes ou la 

sécrétion de cytokines. 

 

B) La GVHD 

 

La maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) est une pathologie classique qui peut 

intervenir suite à une allogreffe de cellules hématopoïétiques. L’agence de biomédecine 

française référence 1958 allogreffes de cellules souches hématopoïétiques en 2016, dont 205 

en pédiatrie. La GVHD peut se manifester par une attaque du greffon contre l’hôte, 

notamment au niveau de sa peau. Elle peut survenir dans 40 à 60% des cas d’allogreffe 

hématopoïétique avec 15% de mortalité. Cela est dû principalement à des incompatibilités 

des systèmes HLA du greffon et du patient. Les LT du donneur reconnaissent avec leur TCR 

le CMH du receveur comme étant un antigène. Cela entraîne une activation et une expansion 

clonale des LT dirigés contre le système HLA du receveur. Cette pathologie peut être aigüe 



Guillaume Mestrallet - Thèse de doctorat - 2021 

60 
 

ou chronique 250. Suite à la production de cytokines pro-inflammatoires, les cellules 

effectrices reconnaissent les antigènes allogéniques ce qui induit l’altération du tissu cutané. 

Cette pathologie est traitée par des corticoïdes mais de nombreux effets secondaires 

persistent (vergetures, ecchymoses, infections, acné, augmentation de la pilosité, 

dépigmentation) 251. Une diminution du taux de HLA-E soluble chez les patients après une 

transplantation de cellules souches hématopoïétiques allogéniques est associée à une GVHD 

chronique aiguë et prolongée ainsi qu’à une diminution de la survie 252. Une augmentation du 

taux de HLA-G soluble est aussi associée avec une forme moins sévère de GVHD 253,254. La 

GVHD peut prendre une forme proche du psoriasis, avec un recrutement de L Th17 CD8+ et 

la production accrue de TNF-α et d’IL-17, favorisant le recrutement des cellules immunitaires 

par les kératinocytes 255. Il y a une association directe entre le niveau plasmatique d'élafine, 

une protéine soluble produite par les kératinocytes et la gravité de la GVHD cutanée 256. 
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Figure 16) Mécanismes de la Cutaneous Graft-Versus-Host Disease 

Les kératinocytes sont impliqués dans la maladie du greffon contre l’hôte suite à des 

incompatibilités des systèmes HLA du greffon de moelle et du patient. Cela peut impliquer 

des défauts de cohésion entre kératinocytes ou la sécrétion de cytokines. Il y a une association 

entre le niveau plasmatique d’élafine, une protéine soluble produite par les kératinocytes et la 

gravité de la GVHD cutanée. Source : Paczesny et al., 2010. 
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IV. Lésions cutanées et thérapie cellulaire 

 

1) Processus de régénération cutanée 

 

La cicatrisation de la peau se fait en 4 étapes. La première est une phase de 

coagulation et d’hémostase. Vient ensuite une phase d’inflammation caractérisée par 

l’infiltration des cellules immunitaires mononuclées. Ensuite, les fibroblastes et les cellules 

épithéliales prolifèrent, il peut y avoir de l’angiogenèse. Le tissu reformé subit enfin une 

étape de maturation avec un dépôt de collagène et une différenciation des cellules, pouvant 

conduire à la formation de cicatrices. Dans le cas de brûlures superficielles, la peau est 

renouvelée en moins de deux semaines et il y a peu de cicatrices. L’épiderme est régénéré en 

quelques heures à partir de la migration de kératinocytes proches du derme. Dans le cas de 

brûlures plus importantes, la cicatrisation se fait d’abord au niveau des angles, ce qui permet 

de fermer la plaie plus rapidement.  Il a aussi été montré que lors de la régénération cutanée, 

des fibroblastes localisés dans le derme et issus de la moelle osseuse prolifèrent et participent 

à la cicatrisation 5. 

Plusieurs cytokines générées par les cellules dendritiques permettent la cicatrisation 

suite à une brûlure. CXCL12, VEGF et des facteurs induits par l’hypoxie permettent ainsi 

l’angiogenèse, tandis que la voie du TGF-β permet de jouer sur la contraction, le 

remodèlement et la cicatrisation 5. Contrairement à d’autres cas d’altération de la peau, la 

brûlure induit une réponse systémique. En effet, des cytokines inflammatoires comme l’IL-6, 

l’IL-1β et le TNF-α sont libérés au site de la brûlure. Il est important de noter que la brûlure 

favorise une infection en modifiant l’équilibre immunitaire, favorisant ainsi une prolongation 

de l’état inflammatoire et ralentissant le processus de cicatrisation. Une combinaison de 

facteurs de croissance permet de favoriser la cicatrisation 5. Il y a le FGF (fibroblast growth 

factor), favorisant la croissance des cellules stromales, le PDGF (platelet-derived growth 

factor), dérivé des plaquettes. Il y a aussi des facteurs favorisant la régénération épidermique 

comme l’EGF (epidermal growth factor) et l’HGF (hepatocyte growth factor). Ils favorisent 

la prolifération, la croissance et la migration des cellules épidermiques 257,258. Enfin, il y a des 

facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF (vascular endothelial growth factor) et limitant 

la formation de cicatrices comme le TGF-β3 (transforming growth factor).  
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En cas de blessure cutanée sur un modèle murin, l’altération des jonctions 

intercellulaires entre les cellules différenciées touchées en surface et les cellules sous-jacentes 

permet à ces dernières de réagir 259. Ces cellules détectent la blessure et produisent des 

cytokines recrutant les cellules dendritiques et les LTregs. Ces LTregs stimulent ensuite la 

prolifération des cellules souches. En cas de lésion cutanée, les cellules épithéliales sécrètent 

des cytokines (IL-1, IL-18, IL-25 e IL-33) qui induisent l’activation de programmes de 

réparation tissulaire médiés par les LTH17 260. 

 

Figure 17) La cicatrisation de la peau 

La cicatrisation de la peau se fait en 4 étapes. A. La première est une phase de coagulation et 

d’hémostase. B. Vient ensuite une phase d’inflammation caractérisée par l’infiltration des 

cellules immunitaires mononuclées. C. Ensuite, les fibroblastes et les cellules épithéliales 

prolifèrent, il peut y avoir de l’angiogenèse. D. Le tissu reformé subit enfin une étape de 

maturation avec un dépôt de collagène et une différenciation des cellules, pouvant conduire à 

la formation de cicatrices. 261 
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2) Cas cliniques nécessitant une greffe 

 

 

Il peut être nécessaire de procéder à une greffe de peau dans plusieurs cas. Cela peut être 

dû à des brûlures, des blessures traumatiques, des ulcères (de Buruli, de diabète, de pression, 

veineux…), suite à une chirurgie, d’autres maladies infectieuses (fasciite nécrosante, purpura 

fulminans…) ou des maladies génétiques comme l’épidermolyse bulleuse jonctionnelle 262. 

 

A) Epidémiologie et impacts socio-économiques des brûlures 

 

D’après l’OMS, 180 000 décès par an sont provoqués par des brûlures et plus de 30 

000 000 de cas nécessitent des soins à l'hôpital 263–265. Elles peuvent être causées par la 

chaleur ou les rayonnements, la radioactivité, l’électricité, la friction ou le contact avec des 

produits chimiques. En 2004, près de 11 millions de personnes dans le monde ont eu besoin 

de soins médicaux suite à une brûlure. Rien qu’aux Etats Unis, il y a eu en 2008 410 000 

brûlures dont 40 000 ont nécessité une hospitalisation. 26 millions de dollars sont dépensés 

chaque année en Afrique du Sud pour des brûlures liées au la cuisine sur des réchauds 

alimentés en paraffine. Il faut ajouter à ces coûts directs des coûts indirects (pertes de salaire, 

soins prolongés, traumatismes psychologiques…) 263,264. Cela représente un coût économique 

pour la société considérable.  

En 2000, aux USA, les coûts liés aux brûlures d’enfants étaient de plus de 211 

millions de dollars. Le coût des hospitalisations aux USA pour les brûlures variait en 1998 

entre 1187$ pour un ébouillantement à 4102$ pour une brûlure par le feu 266. Les frais 

d'hospitalisation étaient beaucoup moins élevés (4 815 $ par jour) pour les cas qui ont 

survécu (frais totaux moyens 69 053 $) que pour ceux qui sont décédés (frais totaux moyens 

212 593 $). Le coût annuel total des brûlures est estimé à 7,5 milliards de dollars, ce qui 

comprend à la fois les frais médicaux et le coût de la perte de productivité. Ces coûts 

comprennent 3 milliards de dollars liés aux blessures mortelles par le feu / brûlures, 1 

milliard de dollars pour les blessures par le feu / brûlures traitées dans les hôpitaux et 3 

milliards de dollars pour les blessures ne faisant pas appel aux soins hospitaliers 265. 
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En Europe occidentale, le coût des brûlures mineures, comprenant la perte de 

production au travail de l'individu, le coût pour la sécurité sociale et le coût du traitement, est 

d'environ 7 000 euros par patient. Pour les brûlures graves, les coûts sont estimés à plus de 40 

000 euros par patient 267. Ces chiffres sont sous-estimés car les véritables coûts des 

incapacités sur le long terme résultant de brûlures ne sont pas encore bien déterminés. Des 

informations provenant du registre norvégien des patients révèlent qu'en 2007, 726 patients 

au total ont été admis dans des hôpitaux pour des brûlures aiguës, ce qui représente un taux 

d'incidence de 15,5 / 100 000 habitants 268. En Norvège, les coûts de la prise en charge 

hospitalière des brûlures en 2007 ont dépassé 10,5 millions d'euros. Le taux de brûlures 

nécessitant une hospitalisation chez les enfants de moins de 5 ans était 5,3 fois supérieur, soit 

82,5 / 100 000 habitants par an. L'âge moyen de tous les patients brûlés était de 26,9 ans, les 

deux tiers d'entre eux étant des hommes avec une durée moyenne de séjour à l'hôpital de 11,3 

jours. Quinze des patients (2,1%) sont décédés de brûlures dans les hôpitaux norvégiens cette 

année-là. 

En cas de brûlure profonde au niveau de la main (80% des cas), il existe des 

alternatives thérapeutiques à l’excision-greffe 269. Il s’agit des dermes artificiels (Alloderm, 

Matriderm, Integra) et des lambeaux. En présence de zones donneuses immédiatement 

utilisables, la combinaison Matriderm /greffe de peau mince pleine est recommandée. En leur 

absence, il est recommandé d’utiliser l’Integra. En cas d’exposition des structures nobles et 

d’un sous-sol douteux, il est envisageable de discuter des lambeaux (cross-arm, Colson 

modifié). En revanche, ces techniques sont coûteuses. L’Integra (derme artificiel) coûte entre 

5 et 5,5€ au cm², le Matriderm, entre 4 et 5€ au cm², tandis que l’Alloderm est encore plus 

coûteux (32€50 au cm²). 
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Figure 18) Epidémiologie et coûts dus aux brûlures en Norvège 

Données épidémiologiques et économiques sur la prise en charge hospitalières des brûlures 

en 2017 en Norvège. Source : Onarheim et al., 2009. 

 

B) Les autres situations pathologiques pouvant nécessiter une greffe cutanée 

 

L’ulcère de Buruli est une infection chronique causée par la bactérie Mycobacterium 

ulcerans. Cette bactérie produit une toxine, la mycolactone, qui provoque des lésions 

tissulaires et inhibe la réponse immunitaire. Elle affecte la peau et parfois les os. Elle peut 

entraîner des déformations et des incapacités permanentes. Selon les données partielles 

provenant de 13 pays, il y a eu 2206 cas en 2017. L’Australie et le Nigéria sont les pays 

notifiant le plus de cas. 35% des lésions touchent les membres supérieurs, 55% les membres 

inférieurs et 10% d’autres parties du corps. En cas d’ulcère de Buruli trop étendu, il peut être 

nécessaire de procéder à une greffe cutanée 8 semaines après le traitement antibiotique ayant 

éliminé l’agent pathogène pour prévenir une rechute 270,271. Cela peut concerner les ulcères de 

catégorie 3 (lésion unique de diamètre > 15 cm, lésions multiples, lésion située sur l’œil, un 

sein, les organes génitaux, et ostéomyélite). 

L’épidermolyse bulleuse jonctionnelle est définie par la formation de lésions bulleuses 

entre l'épiderme et le derme au niveau de la membrane basale cutanée. Cela entraîne la 

cicatrisation atrophique des lésions et/ou un excès de formation de tissu granuleux. Elle est 

causée par des mutations au niveau des gènes codant les protéines impliquées dans la 

formation de la lame basale, ce qui empêche l’épiderme d’adhérer au derme. Une déficience 

au niveau du gène LAMB3, codant la sous-unité β3 de la laminine, est une des causes de la 
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maladie. La greffe de feuillets de kératinocytes génétiquement modifiés exprimant le gène 

LAMB3 a permis de régénérer l’épiderme d’un jeune patient de manière stable pendant plus 

de 4 ans 272. 

 

C) Les différents types de greffe utilisés 

 

Plusieurs approches d’ensemencement des cellules lors du traitement des blessures 

cutanées sont envisagées. A l’heure actuelle, les pansements de peau sont l’approche la plus 

courante mais cette approche limite le traitement de plaies larges et complexes. Il existe donc 

des approches en développement comme des sprays cellulaires, permettant de traiter de larges 

plaies, mais il existe un risque de stress cellulaire avec ce mode de dépôt, et cette technique 

reste chère et nécessite des équipements ainsi qu’un personnel qualifié. De même, des 

approches de dépôt avec de l’impression 3D sont en développement 5. En fonction de la 

profondeur de la brûlure, la greffe sera différente. En cas d’altération cutanée peu profonde, 

on utilise la greffe de peau mince et demi-épaisse avec l'épiderme et une partie de derme. Il 

est possible de faire une greffe de peau totale avec l'épiderme, et aussi le derme. La zone 

donneuse doit être suturée car ne peut pas se régénérer. Il existe aussi la greffe avec des 

pastilles de petits cylindres de peau. Dans tous les cas, il faut que la zone soit bien 

vascularisée, sans infection et hémorragie. 

Il faut différencier les types de greffe. La greffe autologue consiste à prélever les 

cellules saines du patient pour les lui regreffer. Cela présente un intérêt majeur qui est qu’il y 

a moins de rejet immunitaire car le système immunitaire tolère mieux les cellules. Toutefois, 

il est difficile, plus long et coûteux de produire un greffon dans ces conditions. Le contexte 

inflammatoire du patient, comme dans le cas d’une brûlure, peut aussi entraîner un rejet de 

greffe même si on lui greffe ses propres cellules. Il y a aussi l’allogreffe, qui consiste à 

greffer des cellules issues d’un autre individu de la même espèce. Il lui faut avoir un système 

immunitaire compatible, ce qui est plus rare. Enfin, la xénogreffe consiste à greffer des 

cellules d’un individu sur un individu d’espèce différente. 

Dans le cas de brûlures sévères, la peau peut être brûlée sur 40 à 90% de la surface de 

la peau. Les cellules souches de la couche basale peuvent être détruites, empêchant ainsi la 

reformation d’un épiderme. Le traitement consiste alors en une greffe cutanée épidermique 
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273,274. Ce traitement peut aussi être repris, en combinaison avec une thérapie génique, dans le 

cas de génodermatoses comme une épidermolyse bulleuse jonctionnelle 272,275.   

 

Figure 19) Procédé d’autogreffe épidermique sur un jeune patient atteint 

d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle 

Schéma du protocole de greffe totale de peau autologue d’un jeune patient atteint 

d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle. Une biopsie de 4cm² est prélevée. Les kératinocytes 

sont amplifiés en culture avant d’être ré-amplifiés sur un gel de fibrine et greffés sur le 

patient. Source : Hirsch et al., 2017. 
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3) Bio-ingénierie de greffons cutanés autologues 

 

La préparation des greffons cutanés se fait actuellement à partir de cellules autologues 

prélevées sur le patient sur des zones saines sur quelques cm². Les kératinocytes peuvent être 

isolés et cultivés ex-vivo 276 en vue d’obtenir une grande quantité de cellules pour avoir un 

greffon d’une taille suffisante. Ce processus d’amplification ex vivo est toutefois long car 

prend environ 1 à 2 semaines, ce qui est limitant en cas d’urgence.  

Ce procédé a été mis en place suite aux travaux de Green en 1979 22, avec une co-culture 

de kératinocytes et de fibroblastes murins (3T3). La prolifération des fibroblastes est arrêtée 

par irradiation 277, ce qui permet de n'amplifier que les kératinocytes. Cette co-culture permet 

de fournir des facteurs de croissance et des interactions mécaniques entre cellules, ainsi que 

des protéines de la matrice extracellulaire 20. Cela permet également l’élimination des 

métabolites toxiques et retarde la différenciation des kératinocytes 278. Le milieu de culture, 

dit milieu Green, contient du sérum de veau fœtal (SVF) et de l’EGF permettant d'accroître la 

croissance des kératinocytes (+40 à 150 doublements de population) 20. D’autres composants 

furent également ajoutés pour augmenter son efficacité, comme l’insuline, l’hydrocortisone 

279 et des molécules stimulant la production d’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) 

comme l’isoprotérénol 280. Il est aussi possible de favoriser l’expansion in vitro des 

kératinocytes en co-culture avec des fibroblastes en supplémentant le milieu non défini issu 

des travaux de Green par un inhibiteur de la signalisation du TGF-β 20,281. Cette co-culture en 

présence de sérum est notamment utilisée pour traiter des patients brûlés sur plus de 30% de 

leur surface corporelle 282. Il faut toutefois vérifier que le patient n’est pas allergique aux 

antibiotiques utilisés (vancomycine, amikacine) ni au sérum de veau présent dans les milieux 

de culture.  

Le principal défaut de ce système est qu’il fait intervenir des composants 

xénogéniques. Or, l’utilisation de fibroblastes d’origine humaine n’impacte pas la croissance 

à long-terme des kératinocytes comparés celle de 3T3 283. L’utilisation d’un substitut de 

sérum (Ultroser G) et du KGF (Keratinocyte Growth Factor) permet aussi une amplification 

des kératinocytes en absence de sérum et de fibroblastes. Ils permettent de reconstruire un 

épiderme in vitro 284. Les milieux dits définis et semi-définis ne contiennent pas de sérum et 

ont donc une composition mieux contrôlée, car ne dépendant pas de la qualité des lots de 

sérum. Il n’y a également pas besoin de fibroblastes. Ces caractéristiques moins 
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xénogéniques vont dans le sens de meilleures applications cliniques. Toutefois, ils ne 

permettent pas une amplification à long terme d’aussi bonne qualité que les milieux 

contenant du sérum. Les kératinocytes prolifèrent peu, se différencient vite et sont moins 

susceptibles de reconstruire un épiderme 285. Le développement de milieux moins 

xénogéniques mais permettant de maintenir un potentiel régénératif important est donc un 

enjeu majeur en clinique. 

La co-culture de kératinocytes avec les fibroblastes fœtaux est peu immunogène et permet 

une accélération de la croissance des cellules par rapport à des monocultures. Les cellules 

fœtales de la peau sont peu immunogènes suite à l’expression d’IDO, dHGF, de GM-CSF et 

d’IL-8 286. Il est aussi possible de faire un système de co-culture des kératinocytes avec des 

cellules stromales mésenchymateuses dérivées d’adipocytes humains (hADSCs) sur une 

couche de collagène. Ce système semble aussi efficace que la co-culture avec des fibroblastes 

en augmentant la prolifération tout en diminuant la différenciation des kératinocytes 287. 

D’autres approches sont aussi à l’étude pour limiter l’ajout de composants animaux dans les 

cultures de cellules. Il existe un système utilisant la matrice extracellulaire (ECM) générée 

par des fibroblastes dermiques humains, pour ensuite avoir une expansion des kératinocytes 

en culture sans sérum 288.  

Les kératinocytes sont issus de prélèvements de tissus sains, qui sont souvent des 

biopsies de 2cm² sur des zones qui cicatrisent bien et sont peu exposées, comme l’aine et les 

aisselles. Les kératinocytes sont amplifiés 1 à 3 semaines en feuillets qui sont fixés sur une 

gaze qui sera ensuite déposée sur la zone à traiter pendant 7 à 10 jours 282. Toutefois, cette 

approche est coûteuse et prend du temps, car il faut amplifier les kératinocytes plusieurs 

semaines. Il y a eu plusieurs études cliniques sur l’utilisation d’autogreffes cutanées 

précédées d’une amplification ex-vivo. La première sur 63 patients rapporte un taux de prise 

de greffe de 65%, avec un taux de survie des patients de 84%, au bout de 7 jours. Le taux 

d'infection était de 4,3% et 11% des patients ont dû être à nouveau greffés 289. La seconde sur 

88 patients rapporte un taux de prise de greffe de 72,7%, avec un taux de survie des patients 

de 91% 290. Le taux de prise de greffe reste assez variable. 

L’utilisation d’un gel de fibrine solide sur lequel amplifier les greffons a représenté 

une avancée majeure, car cela a permis de plus facilement les manipuler sans les altérer 

lorsqu’on les retire de leur support de culture 274. L’utilisation d’une matrice de gel de fibrine 

issu de plasma sanguin humain a permis de développer un modèle de reconstruction 
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épidermique efficace 291. Cette technique permet d’avoir des fibroblastes enchâssés dans la 

matrice de fibrine, avec une bonne régénération cutanée et des contrôles qualités fonctionnels 

tout au long de la croissance épidermique. 

Actuellement, les cellules utilisées sont issues d’une préparation totale de 

kératinocytes et non pas de kératinocytes souches, ce qui limite la production du greffon en 

terme de quantité de cellules et de vitesse d’expansion. Cette technique empêche aussi la 

reformation des glandes sébacées, des glandes sudoripares et ne contient pas de mélanocytes. 

L’épiderme ne possède alors pas les propriétés lubrifiantes, thermorégulatrices, sensitives ou 

encore de pigmentation 292. Le tissu obtenu est peu élastique et cicatrise moins bien qu’un 

tissu sain. Il est donc pertinent de travailler à la production de greffons cutanés issus de 

cellules souches pour palier à ces inconvénients 293. 

 

4) Relation entre l’état d’immaturité des kératinocytes et leur 

immunogénicité 

 

 

On sait peu de choses sur la relation entre le caractère des souches des kératinocytes et 

leur immunogénicité. Il est important d'étudier ce lien afin de comprendre les propriétés 

immunitaires des cellules souches et générer des greffons avec une bonne capacité de 

renouvellement cellulaire couplée à une faible immunogénicité pour favoriser la prise de 

greffe. 

L’IL-17 et l’IL-22, en présence de TNF-α, permettent une surexpression des marqueurs 

CD29, CD44, CD49f (Itα6) et p63 sur les kératinocytes et donc un phénotype immature, 

similaire à celui retrouvé dans le psoriasis, avec des cellules prolifératives et capables de 

former des colonies 53. Cette signalisation avec l’IL-17 et l’IL-22 passe par la voie 

RAC1/MEK/ERK/NF-κB. De plus, l'IL-1α, l'IL-6 et le GM-CSF sont des médiateurs en aval 

de l'IL17A qui favorisent les divisions asymétriques dans les kératinocytes humains 294. 

De nombreux gènes sont impliqués dans le maintien ou non d’un phénotype souche des 

kératinocytes, comme KLF4 36, GRHL3 et ZNF750 favorisant leur différentiation, et 

HNRNPK, MYC, CYR61, FGFBP1, EGFR favorisant leur prolifération 37. Ces gènes (KLF4, 

cMYC, OCT3/4 et SOX2) sont d’ailleurs utilisés pour générer des iPSCs à partir de 

kératinocytes 38. L’interferon regulatory factor 2 IRF2 inhibe lui la capacité de prolifération 
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des kératinocytes 39. KLF4 régule des gènes anti-inflammatoires dans les kératinocytes 

murins via une interaction avec le récepteur aux glucocorticoïdes (GR) 295. Cette régulation se 

fait via Tsc22d3 and Zfp36, des médiateurs de l’inflammation. L’interaction entre KLF4 et 

GR joue donc sur la balance différenciation/prolifération des kératinocytes. 

Toutefois, si la brûlure touche une superficie trop large, il est difficile d’obtenir 

suffisamment de cellules du patient pour les amplifier et réaliser une greffe autologue. De 

même, chez certains patients âgés ou ayant un contexte inflammatoire important, il existe un 

manque de cicatrisation de la zone où le prélèvement autologue a été réalisé, ce qui limite 

l’approche thérapeutique actuelle. Pour ces raisons, il existe toujours une réflexion autour de 

la greffe allogénique même si la problématique du rejet de greffe est très importante. 

Plusieurs produits contenant des kératinocytes pour une greffe allogénique sont 

commercialisés (Epicel, Cryoskin, BioSeed-S, Apligraf, Dermagraft, Theraskin, OrCell…) 

mais le problème du rejet de greffe persiste. 

 

5) Problématique du rejet de greffe allogénique 

 

 

Le rejet de greffe est expliqué par les différences alléliques entre donneurs et receveurs au 

niveau des locus polymorphes de 3 classes d'antigènes d'histocompatibilité: le groupe sanguin 

ABO, le complexe d'histocompatibilité majeur (CMH) et mineur (mHA) 296. Dans le cas de la 

greffe cutanée allogénique, les cliniciens observent un fort rejet au bout de 7 à 10 jours, ce 

qui limite grandement l’utilisation de cette approche. C’est un problème qui est d’ailleurs 

aussi présent lors de l’utilisation de cellules souches embryonnaires pour régénérer un 

épiderme in vitro, car les cellules utilisées seraient issues d’une allo-banque 297. La 

problématique du rejet de greffe met en exergue un fort besoin clinique en cellules 

immunocompatibles 298,299. 

Les problèmes du rejet de greffe ont conduit à l’expérimentation de plusieurs 

techniques. Des approches sur la souris combinant un immunosuppresseur comme la 

Rapamycine, un inhibiteur de la division des LT, et l’IL-2 ont permis d’empêcher le rejet de 

greffe de peau. L’Il-2 contrôle l’activité des LT reg ce qui favorise la tolérance immunitaire 

300.  
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Chez l’homme, la surexpression de CD47 ainsi que la diminution de l’expression du 

CMHI et du CMHII dans des iPSCs et leurs dérivés permet d’avoir des greffons moins 

immunogéniques et de diminuer le rejet 301. CD47 inhibe la phagocytose et l’activité des NK, 

tandis que la diminution du CMHI est faite dans l’étude par un CRISPR dirigé contre la 

B2M. Pour le CMHII, c’est un CRISPR dirigé contre le régulateur CIITA qui est utilisé. 

D’autres approches ont été envisagées, comme la délétion de la B2M et la production de 

cellules homozygotes pour les gènes du CMHI. Toutefois, ces approches sont imparfaites. 

Dans le premier cas, les cellules ne peuvent plus faire du tout de présentation antigénique et 

sont lysées par les NK, tandis que dans le second cas, il est très difficile de trouver tous les 

donneurs sains homozygotes pour couvrir toute la population 302.  

Des approches de surexpression de récepteurs immunosuppresseurs comme CTLA4-

ig et PD-L1 ont également été faites sur des hESCs 303. PD-L1 se lie à PD-1, exprimé à la 

surface des LT, ce qui inhibe leur activité 304. PD-L1 permet le maintien de l’anergie des LT 

et limite les réactions auto-immunes 305.  

Des approche d’édition du génome d’iPSCs au niveau des gènes HLA ont également 

été initiées 302. Une première stratégie a consisté à produire des cellules pseudo-homozygotes 

pour les gènes HLA de classe I, à partir de donneurs hétérozygotes, par édition de l'allèle 

ciblé. Cela permet de réduire le nombre de donneurs nécessaires pour avoir une couverture de 

toute la population japonaise dans l’étude. La seconde approche, tenant compte du rôle pivot 

de HLA-C dans la suppression des cellules NK, a consisté à supprimer HLA-A et HLA-B en 

ne conservant qu’un seul haplotype de HLA-C pour générer des iPSCs (les gènes E, F et G 

sont conservés). Cela augmente la compatibilité des donneurs. Dans les deux cas, les cellules 

sont capables de supprimer l'activité des LT et des NK tout en préservant partiellement 

l'expression de HLA et la présentation antigénique. Cette stratégie peut être combinée à une 

déplétion du CMHII via une déplétion de CIITA.  

Il existe aussi des approches utilisant des cellules stromales mésenchymateuses 

(MSC) qui sont très plastiques et peuvent être différenciées en différents types cellulaires. De 

plus, les MSC libèrent des cytokines anti-inflammatoires et inhibent la prolifération des LT 

CD4+ et CD8+, ainsi que des LB. En effet, les MSC expriment peu de CMHI et de CMHII, 

ainsi que les co-activateurs des LT (CD40, CD80 et CD86), ce qui limite le risque de rejet 

306–309. Les cellules stromales dérivées du tissu adipeux peuvent aussi être utilisées en cas de 

brûlure. 
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Il est donc important de développer également des greffons immunocompatibles pour 

limiter ce rejet de greffe. 

 

Figure 20) les stratégies immunomodulatrices candidates dans l’épiderme 

Différentes approches existent pour générer des cellules immunocompatibles et limiter le 

rejet de greffe. Les premières visent à diminuer l’expression de marqueurs immunogènes 

(CMHI, CMHII et CD40). Les secondes visent à surexprimer des molécules 

immunomodulatrices (CD47, PD-L1, CTLA-4ig, HLA-G). 

 

V. Acteurs moléculaires de la tolérance immunitaire : Focus 

sur HLA-G 

 

1) Modulation immunitaire via CTLA-4 et PD-L1 

 

Plusieurs anticorps ciblant les molécules de costimulation ont déjà été mis sur le marché. 

Certaines molécules ciblent CD28, CD80 et CD86, comme l’Abatacept et le Belatacept 

possédant des domaines du CTLA-4. Il y a aussi des molécules ciblant le CTLA-4 comme 

l’Ipilimumab et PD-1 comme le Nivolumab 310. En effet, CTLA-4 et PD-1, bien que 

permettant tous-deux de favoriser la tolérance des LT, ont des modes d’action distincts. 
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CTLA-4 se lie au CD80 et CD86 exprimés seulement sur les APCs tandis que PD-L1 est 

exprimé sur beaucoup plus de types cellulaires différents 311. La fixation de CD28 sur CD80 

ou CD86 entraîne une co-stimulation des LT, tandis que la fixation de CTLA-4 sur ces 

récepteurs entraîne une co-inhibition des LT. Ainsi, les ligands de CTLA-4 peuvent se lier 

avec CD28 et avoir une action opposée, tandis que PD1 se fixe sur PD-L1 ce qui entraîne 

toujours une inhibition des LT et des NK. De plus, CTLA-4 est exprimé sur des LT primo-

activés et des Tregs constitutifs, dans les nœuds lymphatiques, tandis que PD-1 est présent 

sur des LT effecteurs, et des Tregs induits, dans les tissus inflammatoires. L’expression de 

CTLA-4 est transitoire et faible tandis que celle de PD-1 est stable et élevée, mais CTLA-4 

induit une tolérance plus forte que PD-1 310. 

PD-L1 et PD-L2 sont les ligands de la protéine PD1 (programmed cell death protein 1) 

310,312. PD1 est exprimé sur les LT, tandis que PD-L1 est exprimé sur les LB, les LT, les 

macrophages, les DCs, les mastocytes, les îlots pancréatiques, les astrocytes, les cellules 

placentaires, les cellules endothéliales et épithéliales et aussi les kératinocytes. PD-L2 est lui 

exprimé sur les macrophages, les mastocytes et les DCs. L’interaction de ces molécules 

permet une atténuation de la réponse immune engendrée par la liaison du TCR.  PD-L1 est le 

principal ligand de PD1. PD1 possède un domaine Ig-V extracellulaire, un domaine 

transmembranaire et une queue cytoplasmique avec 2 motifs de signalisation avec des 

tyrosines. PD-L1 possède aussi un domaine Ig-V, un domaine Ig-C, un domaine 

transmembranaire et une queue cytoplasmique. PD-L1 est une protéine de 65kDa et 

contenant 220 acides aminés 247. 

La liaison de PD-L1 sur PD1 entraîne la phosphorylation du motif ITIM (tyrosine-based 

inhibitory motif) et du motif ITSM (immunoreceptor tyrosine-based switch motif) par des 

kinases de la famille Scr. Cela entraîne le recrutement des phosphatases SHP-1 et SHP-2 et 

l’atténuation des signaux activateurs des LT. PD-L1 est aussi capable de se lier au co-

activateur CD80, ce qui renforce l’inhibition des LT. Cela entraîne l’inhibition de la 

prolifération des LT et de la production de cytokines. PD-L1 intervient dans le cas de 

nombreuses pathologies comme le cancer et est donc une cible thérapeutique très étudiée. 

Ainsi, de nombreux anticorps ont été développés comme le Durvalumab, l’Atezolizumab et 

l’Avelumab.  

Il existe de nombreux systèmes de régulation de l’expression de PD-L1, via des voies de 

signalisation (JAK-STAT, MYC, mTOR, RAS, MYC, HIF), des miARN régulant la 
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traduction, et des facteurs (CSN5, CUL3, B3GNT3) entraînant des modifications post 

traductionnelles. Un des principaux inducteurs de l’expression de PD-L1 est l’IFN-γ 310. Des 

études sur un modèle murin ont montré que les kératinocytes exprimant PD-L1 permettent de 

réduire la prolifération et la fonction effectrice des LT au niveau de sites inflammatoires 

locaux ainsi que la production d’IFN-γ, ce qui permet un maintien de l’homéostasie 311. 

Dans le cas de nombreuses pathologies (maladies auto-immunes, cancers), des stratégies 

thérapeutiques visant à moduler l’immunité cellulaire ont été développées. L’expression de 

PD-L1 est par exemple diminuée dans l’épiderme en cas de psoriasis 313. PD-L1 a été détecté 

dans des kératinocytes proches de la membrane basale de la muqueuse buccale de patients 

atteints du Lichen plan buccal, une pathologie caractérisée par une forte infiltration de LT 

sous épithéliale 310. Des études sur des modèles murins ont montré que PD-L1 augmente la 

présence de LTregs dans la peau ce qui pourrait permettre d’atténuer la dépigmentation dans 

des cas de Vitiligo 247.  

 

Figure 21) Les propriétés immunomodulatrices de CTLA-4 et PD-L1 

A. CTLA-4 se lie à B7 avec plus d’affinité que CD28. Il agit donc comme un inhibiteur 

compétitif de l’activation des LT par CD28. Il pourrait aussi inhiber directement les LT sur 

lesquels il est exprimé. B. PD-L1 se lie au PD1 exprimé par les LT CD8+. Cela entraîne une 

réduction de l’expression du TCR et de CD28, de la production de cytokines et de la 

dégranulation314. Source : Baumeister et al., 2016, Lichtman et al., 2017. 
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2) Découverte du gène HLA-G 

 

HLA-G a été particulièrement étudié dans le contexte de la recherche sur l’inhibition du 

rejet de greffe. En effet, lors de la grossesse, sa présence permet de protéger les cellules 

embryonnaires contre l’activité des NK de la mère 315,316. Il est d’ailleurs actuellement utilisé 

comme marqueur de la qualité de l'embryon lors de la procréation médicalement assistée 317. 

Il pourrait être ainsi intéressant de développer des applications permettant d’inhiber le rejet 

du greffon en produisant des greffons exprimant HLA-G. Le gène codant HLA-G est localisé 

sur le chromosome 6 et est composé de 7 introns et de 8 exons, codant une protéine 

transmembranaire de 39kDa. Il est aussi possible d’observer des complexes de 53kDa et de 

70-76kDa dans des exsudats de patients atteints d’un cancer, en cas de liaison avec la β2-

microglobuline (B2M) et de formation de ponts disulfures entre plusieurs molécules HLA-G 

318.  

L’exon 1 code le peptide signal. Les exons 2, 3 et 4 codent pour les domaines globulaires 

α1, α2 et α3, tandis que l’exon 5 code pour la région transmembranaire et que l’exon 6 code 

la queue cytoplasmique. Cette queue cytoplasmique ne contient pas de motif d’endocytose ce 

qui augmente la demi-vie de HLA-G à la surface cellulaire comparativement aux autres 

molécules HLA de classe 1 319. L’exon 7 n’est pas transcrit et l’exon 8 codent pour le 3’UTR 

non transcrit 317. Il y avait en 2015 51 allèles et 17 protéines connus.  

 

3) Isoformes de HLA-G 

 

Il existe plusieurs isoformes issus d’un seul transcrit primaire. Les isoformes HLA-G1 à 

G4 sont membranaires alors que les HLA-G5 à G7 sont leurs pendants solubles 320. HLA-G1 

contient les trois domaines globulaires, HLA-G2 contient les domaines α1 et α3, HLA-G4 

contient les domaines α1 et α2 et HLA-G3 ne contient que le domaine α1.  

HLA-G5 est l'homologue soluble de HLA-G1 et a les trois domaines globulaires, alors que 

HLA-G6 est l'homologue soluble de HLA-G2 et ne contient que les domaines α1 et α3. HLA-

G1 contient 338 acides aminés et a une masse de 38kDa, HLA-G2 contient 246 acides aminés 

et a une masse de 28kDa, HLA-G3 contient 154 acides aminés et a une masse de 17kDa 321. 

HLA-G4 contient 246 acides aminés et a une masse de 28kDa 322,323, HLA-G5 contient 319 
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acides aminés et a une masse de 36kDa 324,325, HLA-G6 contient 227 acides aminés et a une 

masse de 26kDa 324,326, HLA-G7 contient 116 acides aminés et a une masse de 13kDa 326.  

Seuls HLA-G1 et G5 présentent une longue chaîne lourde associée à la β2-microglobuline 

(B2M) et se liant à de petits peptides, bien qu’il ne soit pas clair si HLA-G peut ou non les 

présenter aux LT CD8+ 327. Récemment, de nouveaux isoformes ont étés détectés dans des 

tumeurs de carcinomes rénaux. Ces isoformes sont issus d’un épissage alternatif avec une 

extension de la région 5’ (forme HLA-G1L) et peuvent aussi ne pas avoir de domaine 

transmembranaire et de domaine α1 328. Ce domaine α1 permet la liaison à la B2M. 

HLA-G peut être exprimé sous forme d’un homodimère, avec un pont disulfure 329–331, 

qui est plus actif que la forme monomérique 332–334. HLA-G1 peut être exprimé sous la forme 

d’un homodimère covalent ou d’un monomère alors que HLA-G2 peut être exprimé sous la 

forme d’un homodimère non covalent (sans pont disulfure) ayant une plus grande avidité que 

HLA-G1. HLA-G1 peut également être libéré dans le milieu par les métalloprotéases et cette 

forme soluble sHLA-G1 est tout aussi stable et fonctionnelle que la forme membranaire de 

HLA-G1 335. D’autres isoformes de HLA-G, comme HLA-G4 et HLA-G5, sont aussi 

exprimés sous forme d’homodimères 336. L'oxyde nitrique (NO) peut modifier une tyrosine de 

HLA-G et induire son excrétion protéolytique par des métalloprotéases 337. Ce sHLA-G nitré 

est retrouvé dans les fluides corporels 338, et pourrait caractériser des sites inflammatoires. 

Il existe différents anticorps qui reconnaissent ces isoformes. 4H84 reconnaît l’épitope de 

la chaîne α1 de toutes les isoformes tandis que 5A6G7 reconnait l’extrémité C-terminale 

codée par l’intron 4 des isoformes solubles G5 et G6 339,340. 87G reconnaît les isoformes 

HLA-G1 et G5 via l’épitope de la chaîne α1 341. 
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Figure 22) Les isoformes d’HLA-G 

Le gène codant HLA-G est localisé sur le chromosome 6 et est composé de 7 introns et de 8 

exons. Les isoformes HLA-G1 à G4 sont membranaires alors que les HLA-G5 à G7 sont 

leurs pendants solubles. Source : Rouas-Freiss et al., 2021. 

 

4) Expression du gène HLA-G 

 

HLA-G est exprimé dans les cellules du placenta 342 et leurs vésicules extracellulaires 343, 

dans l’épithélium du thymus 344, dans les îlots pancréatiques 345, dans la cornée 346 et, sous la 

forme HLA-G5, par les MSCs (Adult bone marrow-derived mesenchymal stem cells) 347. Il 

est aussi présent dans le sang où il peut être produit par les monocytes activés CD14+ 348. 

Plusieurs études ont montré que l’IL-10 induit la production d’HLA-G par les MSCs, les 

monocytes et les trophoblastes 347,349,350. Il est aussi légèrement exprimé, combiné à une 

faible expression de HLA-DR, dans les FMSC (fetal-maternal microchimeric stem cells), qui 
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semblent donc peu immunogènes 351. HLA-G est aussi exprimé sur des exosomes produits 

par le placenta, par des cellules de mélanome ou sur des exosomes présents dans le sang des 

femmes enceintes 348. 

En cas de pathologie, il peut aussi être exprimé par des cellules présentatrices d’antigène 

(APC) activées par de l’IL-10 ou de l’IFN-γ 350,352, par les macrophages CD68+ CD11+ en 

cas de psoriasis 353, d’infection virale 354, dans des tumeurs 355,356 mais aussi dans des 

transplantations cardiaques 357. Le rôle de HLA-G dans ces différents contextes est bien 

décrit. L’expression d’HLA-G dans des tumeurs et sa liaison avec LILRB1/ILT2 est associée 

au développement tumoral, avec des métastases invasives et un mauvais pronostic vital pour 

le patient. Cela est dû au fait que HLA-G permet l’échappement des tumeurs, en particulier 

pour certains allèles du polymorphisme HLA-G 356. Le niveau d’HLA-G est aussi utilisé 

comme marqueur prédictif dans le cas de plusieurs maladies auto-immunes 356. Une infection 

par un pathogène comme Pseudomonas Aeruginosa ou Toxoplasma gondii peut aussi 

augmenter l’expression et la sécrétion d’HLA-G et favoriser l’échappement au système 

immunitaire 356. Les niveaux de HLA-G solubles (sHLA-G) dans le plasma sont plus élevés 

chez les patients VHC / VIH par rapport au VHC, au VIH et aux individus sains 358. HLA-G 

pourrait ainsi permettre de mieux distinguer les groupes de patients atteints de maladies 

infectieuses. HLA-G est aussi exprimé dans le plasma de patients atteint de la lèpre 359. 

HLA-G peut être exprimé par une cellule et ensuite transmis à une autre cellule par divers 

mécanismes. Ainsi, une cellule exprimant peu HLA-G peut finalement l’exprimer fortement. 

Cela peut poser problème par exemple lors de la transmission d’HLA-G par des cellules 

cancéreuses à d’autres cellules cancéreuses, car cela favorise l’échappement immunitaire 

d’un plus grand nombre de cellules. De même, la transmission d’HLA-G de cellules 

cancéreuses à des cellules immunitaires va favoriser l’anergie du système immunitaire et 

l’échappement immunitaire de la tumeur 360. Les mécanismes de transfert d’HLA-G 

intercellulaire sont la trogocytose, la formation d’exosomes et celle de nanotubes à effet 

tunnel (TnTs) entre les cellules. La trogocytose est un mécanisme qui se met en place en 

moins d’une heure et permet le transfert de molécules par des contacts entres les membranes 

de cellules en formant ainsi des synapses immunologiques. Les exosomes sont quant à eux 

des vésicules extracellulaires de 75 à 150 nm sécrétées par des cellules et qui peuvent 

fusionner avec d’autres cellules. Les exosomes contenant des protéines à leurs membranes 

peuvent donc les transmettre lors de la fusion avec les membranes des cellules cibles. Enfin, 

les TnTs sont des protrusions non adhérentes faisant intervenir la polymérisation d’actine 
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permettant de connecter des cellules distantes. Leur génération peut se faire soit par 

élongation des protrusions soit lors de la séparation de cellules qui étaient collées initialement 

360. 

 

5) Régulation de l’expression d’HLA-G 

 

L’action de cytokines 361, comme l’IL-10 350,362, l’EGF 363 et surtout les IFN 364,365 peut 

entraîner une surexpression du gène HLA-G, mais pas l’induire 352. Il est possible d’induire 

l’expression d’HLA-G en simulant des conditions inflammatoires (IFN-γ 100ng/mL de 

milieu et/ou TNF-α 20ng/mL de milieu) pendant 24h 366. Il a été montré que l’hypoxie 

favorise aussi l’expression de HLA-G, ce qui pourrait avoir un impact dans le cas de la 

remodélation utérine lors de la grossesse ou dans le cas de cancers 361. 

 Il existe aussi des mécanismes épigénétiques de déméthylation qui activent la 

transcription du gène HLA-G. L'agent de déméthylation 5-aza2'-désoxycytidine, la 

décitabine, et l'inhibiteur de l'histone désacétylase, la trichostatine A, peuvent induire la 

transcription du gène HLA-G, mais pas sa traduction, dans des cas de cancer 367,368. 

L'expression de l'ARNm HLA-G n’entraîne pas systématiquement la présence de la protéine 

369,370. Cela implique une régulation post-transcriptionnelle stricte de l’expression de HLA-G. 

Parmi ces potentiels mécanismes post-transcription, se trouvent les microARN miR-152, -

148A, -148B et -133A 371, étudiés dans le cadre d’une étude sur le carcinome rénal. 

L’expression stable de ces microARN de 21 à 24 nucléotides permet la sous expression de 

HLA-G via une diminution du taux d’ARNm et une fixation sur leur zone 3’UTR, ce qui 

augmente la cytotoxicité médiée par les NK 317.  

Il existe aussi trois éléments de réponse ras (RRE), situés le long de la région promotrice 

du gène HLA-G de 1,4 kb, qui entraînent une sous-expression de HLA-G lors de la liaison du 

facteur RREB-1 372. L’expression du gène peut également être régulée par la fixation de 

protéines de choc thermique (HSF-1) sur le promoteur 348. Il existe une zone située entre -100 

bp et le codon ATG qui, sous l’action de la progestérone, entraîne une régulation positive du 

gène HLA-G 373. La progestérone régule l’expression de HLA-G de manière dose dépendante 

374. Il existe plus de 29 single nucleotide polymorphisms (SNPs) potentiellement impliqués 

dans la régulation du promoteur du gène codant HLA-G 375,376. L’expression de HLA-G1,2 et 

4 sur les cellules thymiques peut aussi être favorisée par l‘expression du facteur de régulation 
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auto-immun Aire 377. L’expression d’HLA-G peut aussi être induite par l’indoleamine 2.3-

dioxygenase (IDO) lors de la différenciation des monocytes en DC, même si les mécanismes 

d’action de ces deux molécules permettant la tolérance sont distincts 348. La fixation de GLI3 

via la voie Hedgehog sur l’élément de liaison GLI du promoteur du gène HLA-G entraine sa 

sous expression 378. Enfin, HLA-G permet aussi de sur-exprimer ses propres récepteurs 

(ILT2, ILT4 et KIR2DL4) sur les APC, les NK et les LT, ce qui permet la mise en place 

d’une boucle de régulation positive de son activité inhibitrice 379. 

 

6) Action d’HLA-G sur ses récepteurs 

 

Il a été montré que HLA-G est un potentiel inhibiteur du rejet de greffe en inhibant 

l’action des NK, des LT et des APC 355,380. Cette inhibition se fait via plusieurs récepteurs au 

HLA-G, ce sont ILT2/CD85j/LILRB1 381,382, ILT4/CD85d/LILRB2 383 et KIR2DL4/CD158d 

316,384. NKG2A/CD94 est un autre récepteur de HLA-G sur les NK. La liaison ligand-

récepteur entre HLA-G et NKG2A/CD94 dépend de la composition en acides aminés de la 

chaîne lourde de HLA-G 385. Les récepteurs de HLA-G sont exprimés sur différentes cellules 

immunitaires 317. ILT2 est exprimé sur les LB, les monocytes, les LT, les NK et les DC 381. 

ILT4 est lui exprimé sur les cellules myéloïdes (monocytes, macrophages, DC) 383. KIR2DL4 

est exprimé surtout sur les NK 386 et un peu sur les LT. Il est exprimé de manière transitoire à 

la membrane et surtout dans les endosomes, et cette expression peut être augmentée en 

présence d’IL-2 348. A la différence des autres récepteurs, il ne permet pas la liaison à un 

dimère de HLA-G. Il présente une spécificité de liaison avec HLA-G 384 via les domaines α1 

et α2 348 et peut avoir une fonction inhibitrice ou activatrice, cette dernière étant médiée par 

une internalisation du complexe sHLA-G/ KIR2DL4 317,387.  

ILT2 et ILT4 présentent une spécificité pour toutes les molécules HLA de classe I, mais 

ont la plus haute affinité pour HLA-G 388 et ont une fonction inhibitrice 317. Ils possèdent 4 

domaines extracellulaires et des immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs) 

sur leur queue cytoplasmique leur permettant d’avoir une activité inhibitrice. La fixation 

d’HLA-G sur ILT2 et ILT4 entraîne la phosphorylation des motifs ITIMs et le recrutement de 

phosphatases initiant la cascade réactionnelle inhibitrice 348. Des études sur des modèles 

murins suggèrent que la signalisation met en jeu les voies IL-6-STAT3 et NF-κB dans les DC 

389. ILT2 et ILT4 reconnaissent différentes conformations de HLA-G 390. ILT2 est un 
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récepteur du HLA-G associé à B2M, alors que ILT4 reconnaît également les chaînes lourdes 

libres du HLA-G 330,391. Le dimère HLA-G1 sans β2m semble manquer d'affinité pour 

LILRB1, mais se lie fortement à LILRB2, mais les deux récepteurs permettent la fixation de 

dimères comme cela a été montré par cristallographie 392. Il existe d’autres potentiels 

récepteurs du HLA-G comme CD8 et CD160, présent sur les LT et les NK 317. 

 

7) HLA-G et la modulation des cellules immunitaires 

 

A) L’inhibition de la maturation des cellules dendritiques 

 

Le potentiel de HLA-G comme inhibiteur du rejet de greffe a été montré par plusieurs 

résultats sur chaque type cellulaire impliqué dans ce rejet 380,393. En ce qui concerne les APC, 

des études de greffe de peau allogénique sur un modèle murin ont montré que HLA-G1 

inhibe la maturation des APC, donc la réponse immunitaire et le rejet de greffe 394. Il est à 

noter que les principaux récepteurs de HLA-G1 sur les APC sont ILT4 et ILT2. Récemment, 

il a été montré qu’un type de DC exprimant de l’IL-10, les DC-10 395, a des propriétés 

tolérogènes via une expression d’HLA-G1. Ces cellules sont présentes dans le sang in vivo et 

les organes lymphoïdes secondaires et expriment en plus d’HLA-G1 ILT2, 3 et 4, ce qui leur 

permet d’induire les cellules Tr1, aux propriétés régulatrices bien étudiées 395–398. 

 

B) L’inhibition de la fonction cytolytique des NK 

 

Les HLA-G1,2,3,4 et 5 semblent aussi capables d’inhiber la fonction cytolytique des NK 

sur les cellules exprimant peu de CMHI via une interaction avec ILT2 et KIR2DL4. Cela a 

été montré in vitro et ex vivo 315,399–402 et aussi in vivo avec des études de greffes 

xénogéniques 403–407.  Le HLA-G soluble semble aussi capable d’induire l’apoptose des NK et 

des LT cytotoxiques 408. Les formes solubles et membranaires de HLA-G peuvent aussi jouer 

sur l’expression et la libération d’IFN-γ par les NK 387,409,410. Il existe aussi une possibilité 

que HLA-G favorise la surexpression d’HLA-E, ce qui modifierait l’activité des NK 317. Il est 

possible de mesurer l’inhibition de la cytotoxicité par HLA-G en cytométrie en utilisant un 
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anticorps bloquant anti-HLA-G et en ne considérant que les cellules exprimant le récepteur 

ILT2 411. 

 

C) L’inhibition de la prolifération et de la fonction des LT et des LB 

 

HLA-G est capable d’inhiber la prolifération, la différenciation des LB et leur production 

de cytokines 412. Le HLA-G des cellules du foie inhibe les LT et cela est d’autant plus fort 

pour les cellules du foie différenciées 413. En ce qui concerne les LT CD4+, HLA-G1 et G5 

semblent capables d’inhiber leur allo-prolifération via ILT2 414–416. Les lymphocytes T CD4+ 

allogéniques sécrètent HLA-G5 415, et ce dernier peut, ainsi que HLA-G1, inhiber 

l'alloréactivité des cellules T CD4+ 415,416. Les HLA-G1,2,3,4 et 5 semblent aussi capables 

d’inhiber la fonction cytolytique des LT CD8+ 417–419 via une interaction avec ILT2 et 

KIR2DL4. La fixation de HLA-G sur ILT2 des LT CD8+ IL2+ empêche la dégranulation et 

la production d’IFNγ 420. Il est important de noter que les LT CD8+ ILT2+ constituent un 

réservoir de cellules différent du réservoir des LT CD8+ PD1+ dans les tumeurs et que leurs 

mécanismes d’inhibition par PD-L1 et HLA-G sont donc distincts 420. HLA-G5 peut aussi se 

lier à CD8 et induire l'apoptose des LT CD8+ activées par la phytohémagglutinine (PHA) via 

un mécanisme dépendant de CD95-CD95L 408. HLA-G5 limite la prolifération des LT 

alloréactifs en jouant sur le cycle cellulaire, plus précisément en diminuant l'expression des 

cyclines et en régulant positivement l'expression de l'inhibiteur de la kinase p27kip 421. Il a 

été montré que HLA-G1 et G5 ont un effet immunosuppresseur sur les LT. Ils induisent le 

passage des LT vers des LT suppresseurs, via une diminution de l’expression des récepteurs 

CD4 et CD8 qui permettent l’activation des LT en interagissant avec leur complexe 

TCR/CD3. Cela entraîne l’inhibition de l’activité des autres LT 422,423.  

Par ailleurs, quelques indices laissent penser que HLA-G pourrait favoriser l’induction les 

LT régulateurs CD4+ CD25high FoxP3+ via des contacts cellule/cellule en présence de 

MSCs 347. Des greffes sur des souris humanisées ont aussi montré que les LT CD4+ HLA-G+ 

améliorent aussi la tolérance de la greffe 424. Une partie des LT CD4+ ou CD8+ peut ainsi 

induire une tolérance des autres LT, en étant généré ou en fonctionnant via l’action d’HLA-

G. Les LT et NK activés, ainsi que quelques monocytes, peuvent se comporter comme des 

cellules régulatrices, de manière transitoire, suite à l’incorporation de membranes contenant 

HLA-G issues de cellules de leur environnement par trogocytose 317. 
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HLA-G inhibe aussi le chimiotactisme des LT, LB et NK via une sous expression des 

récepteurs aux cytokines sur ces cellules 425. En effet sHLA-G inhibe de manière 

différentielle l'expression de CCR2, CXCR3 et CXCR5 dans les LT CD4 +, CXCR3 dans les 

LT CD8 +, les clones et les LT TCR Vdelta2 / gamma9. L’expression de CXCR4 est 

également augmentée pour ces dernières 426. sHLA-G module aussi la chimiotaxie et la 

sécrétion des cytokines et chimiokines dans les NK CD56bright et CD56dim 427. HLA-G joue 

donc sur le recrutement des cellules immunitaires. Enfin, HLA-G inhibe la phagocytose et la 

production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) des neutrophiles 428, ainsi que 

l’angiogenèse, via une inhibition de la prolifération des cellules endothéliales 429. HLA-G 

inhibe également l’entrée de ces neutrophiles lors d’allogreffe cardiaque 430. 

HLA-G étant retrouvé dans les biopsies de patients atteints d’un cancer, comme le 

mélanome 431–433, il est vraisemblablement impliqué dans l’échappement tumoral. Il est 

possible de discriminer un tissu sain d’un tissu tumoral (par exemple un cancer du rein 

ccRCC, clear-cell renal cell carcinoma) en mesurant une expression différentielle de points 

de contrôle immunitaires comme HLA-G et PD-L1 entre les deux tissus adjacents 434. Il 

faudra donc prendre garde que des greffons exprimant HLA-G ne favorisent pas le 

développement d’un cancer. 
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Figure 23) Les actions d’HLA-G actions sur différentes cellules immunitaires via ces 

récepteurs permettent une immunomodulation 

Tableau récapitulatif de l’action immunomodulatrice d’HLA-G sur toutes les cellules 

immunitaires via ses récepteurs. 

 

D) HLA-G et la transplantation 

 

Il a été montré que HLA-G était détecté dans 20% des échantillons issues de biopsies 

du myocarde et de sérums de patients avec une transplantation cardiaque. Les patients 

exprimant HLA-G sont significativement moins sujettes à un rejet aigu de la greffe 361. 86% 

des patients ne faisant pas de rejet aigu expriment HLA-G. L’expression d’HLA-G dans le 

cas de greffe cardiaque est associée à un plus faible dépôt de la molécule du complément 

C4d, ce qui suggère une diminution de la réponse humorale 435. Des études similaires sur la 

transplantation rénale, hépatique et pulmonaire ont montré aussi une diminution du rejet de 

greffe associée à la présence d’HLA-G 361. Il y a moins d’anticorps anti-HLA et de rejet 

chronique de la greffe en présence d’HLA-G. Toutefois, il est important de limiter le 

développement de cancer post-greffe, HLA-G pouvant permettre l’échappement immunitaire 
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des cellules tumorales. Un appariement de 14bp au niveau du polymorphisme de HLA-G 

entre le donneur et le receveur d’une greffe cardiaque corrèle avec une limitation du risque de 

développement tumoral post-greffe cardiaque 436. A l’inverse, le polymorphisme HLA-G 

+3196 est identifié comme un facteur de risque du rejet après une transplantation cardiaque 

437. En ce qui concerne la greffe de rein, une étude sur des patients transplantés a permis de 

mettre en évidence une relation potentielle entre la prise de poids post-transplantation et le 

polymorphisme de 14bp d’HLA-G, mais la relation avec la tolérance de greffe allogène est 

sujette à controverses 438,439. 

Plusieurs modèles de souris transgéniques pour HLA-G et ses récepteurs ont été mis 

en place. Il est observé une meilleure tolérance de la greffe allogénique sur ces différents 

modèles 389,440. La mise au point d’exosomes dérivés de MSC ciblant les DC et permettant de 

leur faire incorporer des ARNm du gène HLA-G permettraient de favoriser la tolérance de la 

greffe cutanée chez des souris (avec des peaux de souris greffées sur une autre souris) 441. Les 

colonies endothéliales dérivées de cellules progénitrices endothéliales de sang de cordon 

(CB-ECFC) expriment HLA-G, l’IL-10 et le TGF-β1. Elles sécrètent l’IL-10 et le TGF-β1 et 

ont des propriétés immunosuppressives in vitro. Elles sont également tolérées jusqu'à 14 jours 

chez des souris immunocompétentes 442. 

HLA-G peut être surexprimé chez les patients suite à l’ajout de molécules 

immunosuppressives comme le Belatacept, la progestérone et l’évérolimus, un agent anti-

prolifératif 361. Plusieurs approches ont été étudiées pour utiliser HLA-G en tant qu’agent 

immunorégulateur.  

La première est de faire exprimer HLA-G par des cellules dérivées de cellules 

amniotiques. Cela a été fait avec des cardiomyocytes cultivés in vitro puis greffés à des rats 

dans le cadre d’un infarctus du myocarde 443. L’expression de HLA-G et HLA-E, couplée à 

une sous expression de HLA-DR et des molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86, 

sur des cellules épithéliales dérivées du cordon ombilical limite leur capacité de présentation 

des antigènes par rapport aux kératinocytes adultes. Ces cellules sont capables d’inhiber 

l’alloprolifération des PBMC. Cela est amplifié par une surexpression de HGF et d’IL-4 et 

une sous-expression d’IL-1β et de TGF-β1, qui est une signature plutôt anti-inflammatoire 

444. La surexpression de HLA-G, par un vecteur contenant le gène dans des cellules souches 

embryonnaires et leurs dérivés épidermiques réduit également leur lyse par des NK et la 

prolifération des LT lors d’une réaction lymphocytaire mixte 445. 
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La seconde est d’utiliser la forme soluble d’HLA-G pour inhiber le rejet de greffe par 

HLA-G. Ainsi, une molécule dérivée d’HLA-G a été testée dans le cadre de greffe de peau 

chez la souris et permet d’augmenter la tolérance 349. L’injection de microbilles liées à HLA-

G par un autre groupe de recherche dans des souris a permis une diminution du rejet aigu de 

la greffe de peau 394. 

Des approches de bio-ingénierie de cellules pour leur faire exprimer HLA-G sont en 

développement. Des fibroblastes dermiques ont été modifiés pour exprimer un HLA-G1 

modifié. Ils sont moins sensibles à la lyse par les NK stimulés par l’IL-2 et réduisent la 

prolifération des PBMC suite à une activation avec la PHA. HLA-G1 a été modifié au niveau 

de la région 3’ UTR, ce qui permet de limiter la régulation par les miARN. Il a aussi été 

modifié pour ne pas exprimer le motif de rétention RKKSSD (remplacé par RAASSD) dans 

le réticulum endoplasmique (ER), ce qui permet d’augmenter son expression membranaire. 

Une région de 14bp a également été enlevée entre l’exon 6 et l’exon 8, car le polymorphisme 

associé corrèle avec un différentiel d’expression d’HLA-G 446.  
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PROBLÉMATIQUES ET OBJECTIFS 

I. Contexte scientifique 

 

 Il peut être nécessaire de procéder à une greffe de peau dans plusieurs cas. Cela peut 

être dû à des brûlures, des blessures traumatiques, des ulcères (de Buruli, de diabète, de 

pression, veineux…), suite à une chirurgie, d’autres maladies infectieuses (fasciite 

nécrosante, purpura fulminans…) ou des maladies génétiques comme l’épidermolyse 

bulleuse jonctionnelle. D’après l’OMS, 180 000 décès par an sont provoqués par des brûlures 

et plus de 30 000 000 de cas nécessitent des soins à l'hôpital. Aujourd’hui, la réponse en 

clinique consiste à développer des autogreffes à partir de biopsies de quelques cm² amplifiées 

ex vivo. Il est donc primordial de comprendre les mécanismes de renouvellement de 

l’épiderme à partir de cellules souches permettant la bio-ingénierie de greffons. C’est dans ce 

cadre qu’un travail récent du laboratoire a mis en évidence le rôle du facteur de transcription 

KLF4 dans le maintien des cellules souches kératinocytaires 36. Récemment, la greffe de 

feuillets de kératinocytes génétiquement modifiés exprimant le gène LAMB3 a permis de 

régénérer intégralement l’épiderme d’un jeune patient atteint d’épidermolyse bulleuse 

jonctionnelle 272. 

 Toutefois, en cas de brûlure trop importante, de pathologies nécessitant une greffe 

rapide ou en présence de sites de prélèvement chez le patient trop inflammés et ne pouvant 

pas cicatriser, il serait utile de disposer de greffons allogéniques fonctionnels transitoires. Ils 

seraient ensuite remplacés par un greffon autologue, le temps qu’il soit fonctionnel. Le 

problème du rejet de la greffe allogénique de peau est malheureusement très limitant de ce 

point de vue. En effet, les cliniciens observent alors en une dizaine de jours une infiltration 

des cellules mononuclées dans l’épiderme, qui aboutit à une nécrose et une élimination du 

greffon. Le rejet de greffe est expliqué par les différences alléliques entre donneurs et 

receveurs au niveau des locus polymorphes de 3 classes d'antigènes d'histocompatibilité: le 

groupe sanguin ABO, le complexe d'histocompatibilité majeur (CMH) et mineur (mHA) 296. 

La problématique du rejet de greffe allogénique met en exergue un fort besoin clinique en 

cellules immunocompatibles 298,299. 
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II. Problématiques 

 

Il y a donc un double enjeu. D’une part le maintien de cellules souches épidermiques 

au potentiel régénérateur élevé, et d’autre part l’obtention d'un greffon immunocompatible. 

Ce travail s’inscrit donc dans un contexte d’étude des propriétés immunitaires des 

kératinocytes en lien avec leur degré d’immaturité. En collaboration avec les équipes de 

Nathalie Rouas-Freiss et Joël LeMaoult, j’ai développé plusieurs tests permettant de mesurer 

les propriétés immunogènes et immunosuppresives des cellules. 

Le but de ce travail est de caractériser le profil immunitaire des progéniteurs des 

kératinocytes épidermiques humains dans le tissu, mais aussi dans les conditions de bio-

ingénierie des greffons. Il s’agira de différencier les propriétés immunogènes, c’est à dire qui 

favorisent l’initiation d’une réaction immunitaire, des propriétés immunomodulatrices, qui 

inhibent à l’inverse les réactions immunitaires.  

Dans un second temps, il s’agit d’atténuer l’immunogénicité potentielle des 

kératinocytes et de leurs précurseurs à l’aide de molécules immunomodulatrices. Suite à un 

travail de bibliographie ayant abouti à la rédaction d’une revue sur le sujet (Mestrallet, G. et 

al, Skin immunity and tolerance : Focus on epidermal keratinocytes, en cours de soumission, 

voir annexes), le choix s’est porté sur HLA-G. Ce checkpoint immunitaire permet de protéger 

le fœtus contre le système immunitaire maternel, en agissant sur la plupart des acteurs 

immunitaires cellulaires 315.  

 

 

Figure 24) Stratégie pour étudier les propriétés immunitaires des précurseurs de 

kératinocytes et moduler leur immunogénicité potentielle 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 

 

I. Modèles cellulaires et tissulaires 

 

Nous avons utilisé différents modèles. Le premier modèle tissulaire a consisté à 

obtenir des déchets opératoires de plastie mammaire sur des donneuses saines de moins de 50 

ans. Chaque donneuse a donné son consentement éclairé. S’ensuit une étape d’extraction des 

kératinocytes épidermiques totaux. Pour cela, il y a d’abord une étape de séparation de 

l’épiderme et du derme par digestion enzymatique (trypsine+dispase) et dissociation 

mécanique. Les kératinocytes totaux en suspension sont ensuite filtrés. C’est le modèle qui 

permet le mieux de rendre compte de la composition du tissu global et de travailler sur les 

différentes populations de cellules présentes in vivo. 

 

A partir de ces cellules, il est possible de sélectionner différentes populations et 

notamment d’obtenir des modèles des précurseurs des kératinocytes basaux. 

 

La sélection de kératinocytes basaux fait intervenir une étape d’adhésion des 

kératinocytes sur collagène de type 1. Les kératinocytes totaux sont ensemencés à 200 000 

cellules/cm² dans des flasques présentant une surface recouverte de collagène 1 et incubés 10 

minutes à 37°C avec 5% de CO2. Seuls les kératinocytes les plus basaux ont le temps 

d’adhérer, ce qui permet d’éliminer les cellules les plus différenciées. Il faut ensuite compter 

les kératinocytes basaux ayant adhéré (ADH+). On peut ensuite les amplifier en culture ou les 

congeler à -160°C. C’est le modèle qui correspond au matériel cellulaire utilisé en thérapie 

cellulaire cutanée et dans des précédents travaux du laboratoire 447. 

 

Il est aussi possible de marquer les kératinocytes totaux issus du tissu et non amplifiés 

en culture avec un anticorps anti ITA6, marqueur de la couche basale de l’épiderme, et un 

anticorps anti EGFR, marqueur de la prolifération cellulaire. Les cellules ITA6fort 

EGFRfaible ont un potentiel de cellules souches adulte élevé, tandis que les cellules ITA6fort 

EGFRfort correspondent à des précurseurs de kératinocytes en prolifération. C’est le modèle 

qui permet à partir des kératinocytes totaux d’étudier les différentes populations cellulaires et 

en particulier les cellules souches kératinocytaires et les progéniteurs kératinocytaires. 
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Les cellules mononuclées de sang périphérique (PBMC) ont été collectés chez des 

donneurs sains volontaires à l’établissement français du sang (EFS) de l’hôpital Saint Louis à 

Paris après avoir recueilli leur consentement. 

 

II. Tri des cellules 

 

Les kératinocytes épidermiques adultes ont été triés en fonction de leur expression 

d’HLA-G ou de PD-L1 en utilisant l'anticorps monoclonal de souris anti-PD-L1 humain 

conjugué au PE-cy7 (clone MIH1, Thermofisher) et l'anticorps monoclonal anti-HLA-G 

humain conjugué à l’Alexa 700 (clone 87G, Novus Biologicals). Les kératinocytes 

épidermiques adultes ont aussi été triés en fonction de leur expression d’ITA6 et d’EGF-R en 

utilisant un anticorps monoclonal de rat anti-CD49f humain (ITA6) conjugué à la 

phycoérythrine (PE) (clone GoH3, BD Pharmingen) et un anticorps monoclonal de rat anti- 

EGF-R humain couplé à l’Alexa Fluor 405 (clone ICR10, Novus Biologicals). Des contrôles 

isotypiques appropriés ont été systématiquement utilisés. Les cellules ont été triées à l'aide 

d'un FACS Aria 3 (BD Biosciences). 

 

III. Amplification des cellules 

 

Les kératinocytes peuvent être amplifiés en culture afin d’obtenir un nombre suffisant 

de cellules à étudier, pour étudier la capacité de renouvellement du tissu ou en clinique pour 

générer des greffons. Cette amplification peut se faire dans différentes conditions. Le modèle 

standard, développé par Green puis amélioré par la suite, consiste à mettre en co-culture des 

fibroblastes dermiques humains et des kératinocytes. Les fibroblastes sont irradiés par 

irradiation γ (60 Gy) au préalable pour empêcher leur prolifération. Les cellules sont 

amplifiées dans un milieu non-défini (Green) avec du sérum animal, utilisé aujourd’hui pour 

le développement des greffons. Un modèle alternatif également utilisé dans cette étude 

consiste à amplifier les kératinocytes dans un milieu semi-défini (KSFM : Keratinocyte 

Serum Free Medium), sans sérum ni cellules nourricières, plus proche des futures contraintes 

réglementaires.  
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Toutes les cultures ont été réalisées dans des flasques en plastique revêtues de 

collagène de type I (Biocoat, Becton-Dickinson). La composition du milieu contenant du 

sérum comprenait du DMEM et du milieu F12 de Ham (Gibco) (v / v, mélange 3/1), 10% de 

sérum de veau foetal (Hyclone), 10 ng / ml de facteur de croissance épidermique (EGF) 

(Chemicon), 5 μg / ml de transferrine (Sigma), 5 μg / ml d'insuline (Sigma), 0,4 μg / ml 

d'hydrocortisone (Sigma), 180 μM d'adénine (Sigma), 2 mM de tri-iodothyronine (Sigma), 

10-6M d’isoproterenol (Sigma), 2 mM L de glutamine (Gibco), et 100 U / ml de pénicilline / 

streptomycine (Gibco). Le kératinocyte-SFM (Gibco) supplémenté en EGF et PBE a été 

utilisé pour des cultures sans sérum et sans cellules nourricières. Le milieu est renouvelé 3 

fois par semaine. Pour la prolifération de masse à court et à long terme, les kératinocytes ont 

été ensemencés à 1000 cellules / cm2 et sous-cultivés chaque semaine jusqu'à épuisement de 

la capacité de croissance, qui peut varier selon les caractéristiques du milieu. Les cellules 

nourricières ont été ensemencées à 5000 cellules / cm2. Les nombres de doublements de 

population réalisés par les cultures ont été calculés après chaque passage, comme suit: PD = 

(log N / N0) / log 2, où N0 représente le nombre de cellules plaquées, et N le nombre de 

cellules obtenues après 1 semaine de croissance. Dans toutes les expériences, nous avons 

analysé l'influence des conditions inflammatoires par un prétraitement à l'interféron-γ (IFN-γ) 

(Peprotech) et au facteur de nécrose tumorale α (TNF-α) (R&D system). 

 

IV. Transduction et expression inductible d’HLA-G1 

 

1) Production de vecteurs lentiviraux 

 

Les transductions lentivirales ont été réalisées à l’aide de vecteurs lentiviraux non 

réplicatifs produits par la société Vectalys. Les séquences d’intérêt ont été intégrées dans des 

plasmides dérivés du virus HIV-1 par clonage PCR et ligation. Deux vecteurs ont été utilisés 

au cours de ces travaux : ils permettent l’expression inductible par la doxycycline de la GFP 

et de la RFP, ou de la GFP et d’une séquence codant l’isoforme HLA-G1. Les séquences des 

différentes constructions sont en annexes. 
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2) Protocole de transduction des kératinocytes 

 

La transduction se fait sur des kératinocytes à 20% de confluence, dans du milieu 

avec du sérum décomplémenté (inactivation par chauffage à 56°C). La multiplicité 

d’infection (M.O.I.) utilisée est de 20, pendant 24h à 37°C, en présence d’hexadimethrine 

bromide (polybrène) à 8 µg/mL (Sigma-Aldrich). Ensuite, les cellules sont lavées 3 fois au 

PBS puis amplifiés dans du milieu pendant 3 jours jusqu’à 80% de confluence. Les cellules 

sont triées par cytométrie en flux (MoFlo, Beckman-Coulter) grâce à l’expression de la GFP. 

Les kératinocytes sont ensuite amplifiés à une densité de 1000/cm² ou clonés par cytométrie 

en flux dans des plaques de 96 puits.  

 

V. Analyse de l’expression des marqueurs par cytométrie en 

flux 

 

Pour l'analyse des marqueurs immunitaires et de l'expression à la surface cellulaire de 

l'intégrine α6 (ITA6), les kératinocytes traités sous forme de suspensions unicellulaires ont 

été marqués pendant 1 heure à température ambiante avec un anticorps monoclonal de rat 

anti-CD49f humain (ITA6) conjugué à la phycoérythrine (PE) (clone GoH3, BD 

Pharmingen). Les autres anticorps utilisés étaient: l'anticorps monoclonal de rat anti-EGFR 

humain conjugué à l’Alexa Fluor 405 (clone ICR10, Novus Biologicals), l'anticorps 

monoclonal de souris anti-PD-L1 humain conjugué au PE-cy7 (clone MIH1, Thermofisher), 

l’ anticorps monoclonal de souris anti-CD40 humain conjugué au FITC (clone HB14, 

Thermofisher), l’anticorps monoclonal de souris anti-CMHI humain conjugué au FITC (clone 

W6-32, Thermofisher), l’anticorps monoclonal de souris anti-HLA-G humain conjugué à 

l‘Alexa 700 (clone 87G, Novus Biologicals), l’anticorps monoclonal de souris anti-HLA-G 

humain conjugué à l’allophycocyanine (APC) (clone 5A6G7, Novus Biologicals), l’anticorps 

monoclonal de rat anti-ILT4 humain conjugué au PE (clone 42D1, Thermofisher), l’anticorps 

monoclonal de souris anti-ILT2 humain conjugué au FITC (clone GHI / 75, Miltenyi) ), 

l’anticorps monoclonal de souris anti-HLA-DR conjugué à l’APC (clone REA805, Miltenyi). 

Pour l'analyse de l'expression de HLA-G5, les kératinocytes adultes ont été fixés et 

perméabilisés en utilisant les solutions Cytofix / Cytoperm ™ (BD Biosciences). Des 

anticorps non réactifs d'espèces et d'isotypes similaires, et couplés aux mêmes fluorochromes, 
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ont été utilisés comme contrôles isotypiques. Les profils d'expression des marqueurs ITA6, 

EGFR, PD-L1, CD40, CMHI, HLA-G, ILT2 et ILT4 ont été analysés en utilisant un trieur de 

cellules Astrios (Beckman-Coulter), un analyseur C6 Accuri (BD Biosciences), un Attune 

(Thermofisher) ou un MACSquant (Miltenyi). 

 

VI. Imagerie et criblage à haut contenu 

 

L'analyse des images a été réalisée à l'aide de la plate-forme de criblage à haut 

contenu (HCS) AnalysisCellInsight CX7 (Thermofisher). Les kératinocytes ont été 

ensemencés dans une plaque à 96 puits (TPP) à une concentration de 3000 cellules / cm2. 

Après 1 semaine de croissance, les cellules ont été marquées pendant 1 heure à température 

ambiante en utilisant les anticorps suivants: anticorps monoclonal de rat anti-CD49f humain 

(ITA6) conjugué à la phycoérythrine (PE) (clone GoH3, BD Pharmingen), anticorps 

monoclonal de souris anti-PD-L1 conjugué à l’APC (clone MIH1, Thermofisher), anticorps 

monoclonal de souris anti-CD40 humain conjugué au FITC (clone HB14, Thermofisher), 

anticorps monoclonal de souris anti-CMHI humain conjugué au FITC (clone W6-32, 

Thermofisher), anticorps monoclonal de souris anti-HLA-G humain conjugué à l’Alexa 700 

(clone 87G, Novus Biologicals), anticorps monoclonal de souris anti-HLA-G humain 

conjugué à l'allophycocyanine (APC) (clone 5A6G7, Novus Biologicals), anticorps 

monoclonal de rat anti-ILT4 humain conjugué au PE (clone 42D1, Thermofisher) , anticorps 

monoclonal de souris anti-ILT2 humain conjugué au FITC (clone GHI / 75, Miltenyi). Pour 

l'analyse de l'expression de HLA-G5, les kératinocytes adultes ont été fixés et perméabilisés 

en utilisant les solutions Cytofix / Cytoperm ™ (BD Biosciences). Des anticorps non réactifs 

d'espèces et d'isotypes similaires, et couplés aux mêmes fluorochromes, ont été utilisés 

comme contrôles isotypiques. Les colorations des noyaux ont été effectuées en utilisant du 

Hoescht (Thermofisher). Les profils d'expression des marqueurs ITA6, PD-L1, CD40, CMHI, 

HLA-G, ILT2 et ILT4 ont été analysés en utilisant le CX7 (Thermofisher). 
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VII. Western blot 

 

Les protéines totales ont été extraites dans un tampon de lyse, Tris 20 mM, NaCl 250 

mM, EDTA 2 mM supplémenté avec des anti-protéases (Roche). Les cellules ont été lysées à 

une concentration de 107 cellules / ml par sonication pendant 10 min. Les concentrations de 

protéines ont été déterminées en utilisant le kit Bradford Protein Assay (Bio-Rad). Soixante 

µg de protéines ont été séparés par électrophorèse dans des gels prémoulés sans colorant Mini 

Protean TGX à 4-15% (Bio-Rad). Les protéines ont été transférées sur une membrane de 

nitrocellulose (Bio-Rad) en utilisant la cellule de transfert électrophorétique semi-sèche 

Trans-Blot® SD (Bio Rad). Les membranes ont été bloquées par une incubation d'une heure 

avec du TBS Tween 1% avec du lait en poudre sans matière grasse à 5%. Après une 

incubation de la membrane avec des anticorps primaires pendant 1 heure à température 

ambiante, des anticorps secondaires conjugués à la HRP (Pierce) ont été utilisés pour la 

détection du signal avec de l’ECL et de l’ECL max (Clarity Western ECL, Biorad). Le 

système Chemidoc (Bio-Rad) a été utilisé pour la détection et la quantification des signaux de 

Western Blot. Les principaux anticorps utilisés étaient: l'anticorps monoclonal de lapin anti-

alpha-tubuline humaine (clone EP1332Y, Abcam), l’anticorps de souris anti-HLA-G humain 

(clone 4H84, Santa Cruz) et l’anticorps de souris anti-HLA-G5 humain (cône 5A6G7, 

Thermofisher). Les membranes ont été lavées 3 fois entre et après les marquages avec du 

TBS Tween 0,1%. 

 

VIII. Analyse des propriétés immunogènes et immunosuppresives 

des cellules 

 

Plusieurs tests permettant de mesurer les propriétés immunogènes et immunosuppresives 

des cellules ont été développés en collaboration avec les équipes de Nathalie Rouas-Freiss et 

Joël LeMaoult. Les cellules dont on étudie l’immunogénicité peuvent être mise en contact 

avec des cellules du système immunitaire afin de mesurer son activation. Cela peut se faire 

avec des PBMC, en mesurant leur activation avec les marqueurs CD25, PD1 et CD69 en 

cytométrie après 24h, en mesurant leur prolifération ou en évaluant la cytotoxicité. En 

contrôle positif pour l’activation des PBMC, il est possible d’utiliser un anticorps IgG2a anti-
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CD3, l’OKT3 ou des billes avec à leur surface des anticorps anti-CD2, CD3 et CD28 (T Cell 

Activation/Expansion Kit, Miltenyi).  

 

1) Test de prolifération en thymidine 

 

Les PBMC ont été incubés (37°C, 5%CO2) dans 100 μl de milieu RPMI (R5886, 

Sigma) + 20% SVF, enrichi en streptomycine et glucose pendant 1h. Elles peuvent être ou 

non stimulées avec des billes avec à leur surface des anticorps anti-CD2, CD3 et CD28 (T 

Cell Activation/Expansion Kit, Miltenyi). Les PBMC sont ensemencées à 100000 cellules par 

puit, avec une bille par cellule. La prolifération des PBMC a été quantifiée par l’incorporation 

de thymidine tritiée (20 Ci/mmol, PerkinElmer, Boston, USA) pendant les 16 dernières 

heures. Le recueil des données a été fait à J5 à l’aide d’un collecteur (FilterMate Harvester, 

PerkinElmer), puis la radioactivité a été quantifiée grâce à un compteur β. 

Une cellule dite inhibitrice peut intervenir dans un test de prolifération. Dans le cadre 

de cette étude, il s’agit de kératinocytes. Ils sont incubés dans des plaques de culture 96 puits 

(collagen 1 96-well, BD biocoat) avec ou sans IFN-γ et TNFa, pendant 48h. Ensuite, les 

PBMC sont ajoutés comme décrit précédemment.  

La capacité des kératinocytes à induire ou non la prolifération des PBMC est 

également mesurée. Les kératinocytes sont ensemencés à différents ratios dans les plaques de 

96 puits. Ensuite, 100000 PBMC sont mis en contact avec les kératinocytes de chaque puit. 

Les résultats de l’immunogénicité des kératinocytes sont présentés en comparant l’absorption 

de thymidine par les PBMC en présence ou non de kératinocytes. 

 

2) Test de prolifération en cytométrie en flux 

 

Les PBMC ont été incubés (37°C, 5%CO2) dans 100 μl de milieu RPMI (R5886, 

Sigma) + 20% SVF, enrichi en streptomycine et glucose pendant 1h. Les PBMC sont 

incubées 20 min avec un colorant (eBioscience Cell Proliferation Dye eFluor 450, 

Thermofisher). Elles peuvent être ou non stimulées avec des billes avec à leur surface des 

anticorps anti-CD2, CD3 et CD28 (T Cell Activation/Expansion Kit, Miltenyi). Les PBMC 
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sont ensemencées à 100000 cellules par puit, avec une bille par cellule. La prolifération des 

PBMC a été quantifiée par la diminution de l’expression dy colorant à la surface des cellules 

au bout de 7 jours. Le recueil des données a été fait à J7 par cytométrie en flux. 

Une cellule dite inhibitrice peut intervenir dans un test de prolifération. Dans le cadre 

de cette étude, il s’agit de kératinocytes. Ils sont incubés dans des plaques de culture 96 puits 

(collagen 1 96-well, BD biocoat) avec ou sans IFN-γ et TNFa, pendant 48h. Ensuite, les 

PBMC sont ajoutés comme décrit précédemment.  

 La capacité des kératinocytes à induire ou non la prolifération des PBMC est 

également mesurée. Les kératinocytes sont ensemencés à différents ratios dans les plaques de 

96 puits. Ensuite, 100000 PBMC sont mis en contact avec les kératinocytes de chaque puit. 

Les résultats de l’immunogénicité des kératinocytes sont présentés en comparant l’absorption 

de thymidine par les PBMC en présence ou non de kératinocytes. 

 

3) Test avec les surnageants 

 

Pour évaluer l'impact du surnageant de kératinocytes sur la modulation de la 

prolifération des PBMC, les kératinocytes de 3 donneurs ont été amplifiés pendant 7 jours 

comme spécifié dans la section culture cellulaire. Le milieu a été changé tous les deux jours. 

A 80% de confluence des kératinocytes et après 48 heures, le surnageant a été recueilli puis 

centrifugé pour éliminer les débris cellulaires. Ces surnageants ont ensuite été utilisés pour 

des dosages de prolifération de PBMC. Le même protocole a été utilisé avec des surnageants 

de couches nourricières de fibroblastes pour déterminer le rôle de chaque type cellulaire. 

 

4) Dégrannulation des cellules effectrices 

 

La mesure de la dégranulation des cellules effectrices peut se faire en mesurant 

l’expression de CD107a (LAMP-1), une protéine exprimée à la surface des NK et des LT 

CD8+ lors de leur dégranulation 168,448.  
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5) Tests de neutralisation 

 

Nous avons testé le rôle potentiel de molécules tolérogènes telles que PD-L1, le TGF-β et 

l'IL-10, dans les propriétés inhibitrices des kératinocytes que nous avons observées. A cet 

effet, les kératinocytes ont été incubés avant et pendant le test de prolifération avec des 

anticorps bloquants dirigés contre le TGF-β humain (clone 1D11, R&D Systems), l’IL-10 

(clone B-S10, Diaclone), le PD-L1 (clone 6E11, Genentech) ou les isotypes contrôles 

appropriés de la société correspondante. Toutes les expériences ont été réalisées en triplicats. 

 

6) Cytotoxicité au chrome 

 

La mesure de la cytotoxicité peut se faire en mesurant le relargage de chrome 51 

radioactif 449. Ce test mesure la capacité des cellules effectrices à lyser des cellules 

préalablement marquées par du chrome radioactif. Pendant 1 heure, un million de cellules 

cibles sont incubées en présence de 100 µCi de chrome 51 radioactif (51Cr*) dans 125 µl de 

milieu RPMI 1640 additionné de 30% de SVF. L'incubation est réalisée dans une étuve 

(atmosphère humide, 5% de CO2) à 37°C. Les cellules sont agitées toutes les 15 minutes. Les 

cellules sont ensuite lavées trois fois dans du milieu RPMI complet (10% SVF) afin 

d'éliminer l'excès d'isotope radioactif non incorporé. Les cellules effectrices sont réparties 

dans une microplaque à différentes concentrations et 5000 cellules cibles marquées au 51Cr* 

sont ajoutées dans chaque puits. Après 4 heures d'incubation à 37°C, le surnageant est récolté 

et la présence de 51Cr* relargué par les cellules mortes est mesurée par un compteur γ. Les 

cellules effectrices sont des PBMC. Il faut un million de PBMC par puit. 

Le pourcentage de lyse est déterminé par la formule suivante: 

% de lyse = (CPMexp-CPMspont)*100/(CPMmax-CPMspont) 

Où CPMexp représente la radioactivité moyenne du surnageant des puits expérimentaux, 

CPMspont est la radioactivité de puits où seules des cellules tumorales marquées sont 

présentes et CPMmax est la radioactivité des puits dans lesquels les cellules cibles marquées 

sont lysées par un détergent.  
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IX. Statistiques 

 

La significativité statistique des différences observées a été déterminée en utilisant le 

test U bilatéral de Mann-Whitney ou le t-test. Toutes les données sont présentées sous forme 

de moyenne ± SEM. La différence est considérée comme significative lorsque la p-value est 

inférieure à 0,05. 
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RÉSULTATS 

 

I. Propriétés immunitaires des kératinocytes humains 

 

Mestrallet, G.; Auvré, F.; Schenowitz, C.; Carosella, E.D.; LeMaoult, J.; Martin, M.T.; 

Rouas-Freiss, N.; Fortunel, N.O. Human Keratinocytes Inhibit CD4+ T-Cell Proliferation 

through TGFB1 Secretion and Surface Expression of HLA-G1 and PD-L1 Immune 

Checkpoints. Cells 2021, 10, 1438. https://doi.org/10.3390/cells10061438 

 

1) Les kératinocytes amplifiés sont hypo-immunogéniques et 

limitent la prolifération des lymphocytes T CD4 +. 

 

Afin d'évaluer, d'un point de vue immunologique, si des kératinocytes allogéniques 

pouvaient être utilisés sans risque de rejet à la place de kératinocytes autologues, j’ai étudié 

leur capacité à moduler la prolifération des PBMC dans des conditions allogéniques. J’ai 

d'abord analysé l'expression de molécules co-stimulantes (c'est-à-dire HLA-I, HLA-DR, 

CD86 et CD40) par cytométrie en flux. Ces résultats montrent que les kératinocytes amplifiés 

expriment HLA-I et CD40, mais affichent de très faibles niveaux de HLA-DR et CD86 

(Figure 25 A). Les kératinocytes expriment donc peu de molécules permettant une forte 

stimulation des lymphocytes T. 

Ensuite, j’ai analysé à la fois les propriétés immunogènes et immunosuppressives des 

kératinocytes amplifiés dans des conditions allogéniques, c'est-à-dire face à des PBMC 

d’autres donneurs que ceux des kératinocytes. À cette fin, les kératinocytes ont d'abord été 

incubés avec des PBMC pendant 5 jours pour évaluer leur capacité à induire une 

alloprolifération des PBMC. Des PBMC activées par des billes CD3 + CD28 + ont été 

utilisés comme témoins positifs pour la prolifération des PBMC. Les résultats ont montré que 

les kératinocytes en quantité la plus élevée (c'est-à-dire 25000 cellules) n'étaient pas capables 

d'induire une alloprolifération de PBMC (p <0,05, n = 3 donneurs distincts de kératinocytes) 

(Figure 25 B). Deuxièmement, pour évaluer les propriétés immunomodulatrices des 

kératinocytes, je les ai mis en présence de PBMC activés par des billes. Les résultats ont 

montré une prolifération de PBMC plus faible en présence de kératinocytes (Figure 25 B). 

https://doi.org/10.3390/cells10061438
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Ensuite, afin de cibler l'inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 + par les 

kératinocytes, des PBMC activées, préalablement marqués avec un marqueur de prolifération, 

ont été incubés avec différentes quantités de kératinocytes. J’ai observé que les kératinocytes 

limitaient la prolifération des lymphocytes T CD4 + d'une manière ratio-dépendante (p <0,05, 

n = 3 PBMC) (Figure 25 C/D). Ces résultats ont été vérifiés pour trois donneurs différents de 

kératinocytes et pour trois donneurs différents de PBMC. De même, des tests de cytotoxicité 

par les NK ont été réalisés. On observe que les kératinocytes ne sont pas lysés par les NK. Ils 

peuvent en revanche également inhiber la lyse de K562 s’ils sont placés en troisième cellule 

(voir données supplémentaire Fig Sup 12). Ainsi, les kératinocytes amplifiés semblent hypo-

immunogéniques in vitro et présentent des propriétés immunomodulatrices, telles que 

l'inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 +. 
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Figure 25) Les kératinocytes amplifiés sont hypo-immunogéniques et limitent la 

prolifération des lymphocytes T CD4 +. 

 

A Les kératinocytes sont amplifiés pendant 7 jours dans un milieu contenant du sérum et des 

cellules nourricières. Des profils représentatifs de cytométrie en flux de l’expression de HLA-

DR, HLA-I, CD40 et CD86 sont présentés. B 25 000 kératinocytes de 3 donneurs différents 

sont incubés ou non avec 100 000 PBMC pendant 5 jours. Des PBMC activées par des billes 

CD3 + CD28 + ont été utilisées comme témoins positifs. La prolifération des PBMC a été 

quantifiée par incorporation de thymidine au jour 5 (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). C/D 

25000, 2500, 250 ou 0 kératinocytes d'un donneur représentatif sont incubés avec 100000 
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PBMC pendant 7 jours. Les PBMC sont pré-marquées avec un colorant. Les PBMC ont été 

activées par des billes CD3 + CD28 +. La prolifération des PBMC a été quantifiée par la 

diminution du colorant au jour 7. C Profils de cytométrie en flux représentatifs au jour 7. D 

Inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 + de manière dose-dépendante 

(moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). Les p values exactes ont été déterminées selon le t-test. *: 

p <0,05 et **: p <0,001. Ces résultats ont été vérifiés pour trois donneurs différents de 

kératinocytes et pour trois donneurs différents de PBMC. 

 

2) Les kératinocytes amplifiés limitent la prolifération des 

lymphocytes T CD4 + qu'ils soient dans des conditions 

inflammatoires ou non. 

 

J’ai ensuite cherché à savoir si les propriétés immunitaires des kératinocytes variaient 

en fonction du contexte inflammatoire, qui est fréquent lors d'une greffe cutanée. Pour imiter 

ces conditions inflammatoires, les kératinocytes d'un donneur représentatif ont été amplifiés 

en présence de 10 ng / mL de cytokines pro-iflammatoires IFNy et TNF-α. Pour attester des 

effets biologiques des deux cytokines, j’ai mesuré l'expression de HLA-DR à la surface des 

kératinocytes par cytométrie en flux (moyenne + SEM, p <0,05, n = 4). Comme attendu, j’ai 

observé une surexpression de HLA-DR par les kératinocytes stimulés par IFNy et TNF-α 

(Figure 26 A). Afin d'évaluer l'impact de l'IFNγ et du TNF-α sur leurs propriétés 

immunitaires, des kératinocytes préalablement stimulés ou non par 10 ng / mL d'IFNγ et de 

TNF-α ont été incubés avec des PBMC activés. Les résultats ont montré que les kératinocytes 

amplifiés conservaient leur capacité à inhiber la prolifération des PBMC en présence d'IFNy 

et de TNF-α (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3) (Figure 26 B). Ensuite, j’ai mesuré 

l'inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 + par différentes quantités de 

kératinocytes, stimulés ou non par 10 ng / mL d'IFNγ et de TNF-α. Je n’ai observé aucune 

différence de l'inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 + par les kératinocytes 

avec ou sans IFNγ et TNF-α (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3) (Figure 26 C/D). Ces 

résultats ont été vérifiés pour trois donneurs différents de kératinocytes et pour trois donneurs 

différents de PBMC. Les kératinocytes amplifiés limitent donc la prolifération des 

lymphocytes T CD4 + qu'ils soient en condition inflammatoire ou non. 
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Figure 26) Les kératinocytes amplifiés limitent la prolifération des lymphocytes T CD4 

+ qu'ils soient dans des conditions inflammatoires ou non. 

 

A Les cellules d'un donneur représentatif sont cultivées 2 jours avec de l’IFNγ et du TNF-α. 

L'analyse de l'expression de HLA-DR a été réalisée par cytométrie en flux (moyenne + SEM, 

p <0,05, n = 4). Test U de Mann-Whitney. B 20000 kératinocytes d'un donneur représentatif, 

stimulés ou non par 10 ng / mL d'IFNγ et de TNF-α pendant 2 jours, sont incubés ou non 

avec 100 000 PBMC pendant 5 jours. Des PBMC activées par des billes CD3 + CD28 + ont 

été utilisées comme témoins positifs. La prolifération des PBMC a été quantifiée par 

incorporation de thymidine au jour 5 (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). C/D Les 

kératinocytes stimulés ou non par 10 ng / mL d'IFNy et de TNF-α pendant 2 jours sont 

incubés avec 100 000 PBMC pendant 7 jours. Les PBMC sont activées par des billes CD3 + 

CD28 +. La prolifération des PBMC a été quantifiée par la diminution du colorant au jour 7. 
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C Profils de cytométrie en flux représentatifs au jour 7. D Prolifération des lymphocytes T 

CD4 + en fonction des conditions inflammatoires (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). Les p 

values exactes ont été déterminées selon le t-test. *: p <0,05 et **: p <0,001. Ces résultats ont 

été vérifiés pour trois donneurs différents de kératinocytes et pour trois donneurs différents de 

PBMC. 

 

3) L'immunomodulation par les kératinocytes amplifiés fait 

intervenir des facteurs solubles comme le TGF-β1. 

 

Ensuite, j’ai cherché à identifier les mécanismes impliqués dans l'immunomodulation 

médiée par les kératinocytes. Pour étudier le rôle des facteurs solubles, les kératinocytes ont 

été amplifiés et leur surnageant de culture a été collecté. Les résultats ont montré qu'en 

présence du surnageant de kératinocytes, la prolifération des PBMC était inhibée (moyenne + 

SEM, p <0,05, n = 3) (Figure 27 A), amenant à conclure que les propriétés 

immunomodulatrices des kératinocytes amplifiés impliquaient des facteurs solubles. Ensuite, 

des PBMC activées pré-marqués avec un colorant de prolifération ont été incubés avec des 

différentes dilutions de surnageants de kératinocytes. J’ai observé que ces surnageants 

limitaient la prolifération des lymphocytes T CD4 + de manière dose-dépendante (moyenne + 

SEM, p <0,05, n = 3) (Figure 27 B/C). Comme les kératinocytes ont été amplifiés avec une 

couche nourricière de fibroblastes, j’ai vérifié si le surnageant de ces fibroblastes pouvait être 

impliqué dans l'inhibition décrite ci-dessus. Les expériences utilisant ce surnageant de 

fibroblastes n'ont montré aucune immunomodulation de la prolifération des PBMC (voir 

données supplémentaires Fig Sup 1). L'effet immunodulateur était donc dû à des facteurs 

solubles produits par les kératinocytes et pas par les fibroblastes. Il a été précédemment 

montré que le TGF-β1 était un facteur soluble qui réduit la prolifération des lymphocytes T et 

qui est connu pour être produit par les kératinocytes 450. À cet égard, j’ai pu détecter 

l'expression du TGF-β1 par les kératinocytes (Figure 27 D/E). Ces résultats ont été vérifiés 

pour trois donneurs différents de kératinocytes et pour trois donneurs différents de PBMC. 

Pour évaluer le rôle de cette cytokine dans l'effet inhibiteur observé avec le surnageant de 

kératinocytes, j’ai utilisé un anticorps bloquant anti-TGF-β1. Les résultats ont montré que 

l'anti-TGF-β1 a partiellement levé l'inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 + en 

présence de surnageant de kératinocytes (Figure 27 F). Ainsi, les propriétés 
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immunosuppressives des kératinocytes amplifiés impliquent des facteurs solubles, dont le 

TGF-β1. 

 

 

Figure 27) L'immunomodulation par des kératinocytes amplifiés implique des facteurs 

solubles. 

 

A Les kératinocytes de 3 donneurs différents sont amplifiés 2 jours. Ensuite, les surnageants 

sont incubés ou non avec 100 000 PBMC pendant 5 jours. Les PBMC activées par des billes 

CD3 + CD28 + sont utilisées comme témoins positifs. La prolifération des PBMC a été 
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quantifiée par incorporation de thymidine au jour 5 (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). B/C 

Différentes concentrations de surnageants de kératinocytes d'un donneur représentatif sont 

incubées avec 100 000 PBMC pendant 7 jours. Les PBMC sont pré-marquées avec un 

colorant. Les PBMC sont activées par des billes CD3 + CD28 +. La prolifération des PBMC 

a été quantifiée par la diminution du colorant au jour 7. B Profils de cytométrie en flux 

représentatifs au jour 7. C Inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 + en fonction 

de la dilution du surnageant de kératinocytes (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). D/E Analyse 

par cytométrie en flux des taux de TGF-β1 sur les kératinocytes. F test de prolifération avec 

blocage du TGF-β1. Les p values exactes ont été déterminées selon le t-test. *: p <0,05 et **: 

p <0,001. Ces résultats ont été vérifiés pour trois donneurs différents de kératinocytes et pour 

trois donneurs différents de PBMC. 

 

4) L'immunomodulation par les kératinocytes amplifiés implique 

le checkpoint immunitaires PD-L1. 

 

Ensuite, j’ai cherché à savoir si les propriétés immunosuppressives des kératinocytes 

impliquaient également HLA-G et PD-L1. Puisque HLA-G et PD-L1 sont des molécules de 

point de contrôle immunitaire bien décrites et impliquées dans l'inhibition de la prolifération 

des lymphocytes T, j’ai étudié leur expression par des kératinocytes amplifiés. L'analyse par 

cytométrie de flux a montré que PD-L1 et HLA-G étaient exprimés à la surface des 

kératinocytes (Figure 28 A). PD-L1 est largement exprimé par les kératinocytes amplifiés, et 

l'expression de HLA-G est beaucoup plus faible, à la fois en termes d'intensité et de nombre 

de cellules positives (Figure 28 B). J’ai ensuite étudié quelles isoformes d’HLA-G étaient 

exprimées par les kératinocytes. L'analyse par Western blot utilisant l'anticorps anti-HLA-G 

4H84 a montré une bande correspondant à l'isoforme membranaire HLA-Gl (39 KDa) (voir 

données supplémentaires Fig Sup 2). Pour vérifier l’absence d'expression de l'isoforme 

soluble HLA-G5, qui est d’un poids moléculaire simmilaire, j’ai utilisé l'anticorps 5A6G5 

reconnaissant sélectivement cette isoforme et aucune bande n'a été détectée dans les lysats de 

kératinocytes. Au final, ces données ont montré que les kératinocytes expriment l'isoforme 

membranaire HLA-G1. Dans d'autres modèles cellulaires tels que les cellules souches 

mésenchymateuses, une stimulation à l’IFNγ et au TNF-α augmente l'expression des points 

de contrôle immunitaires comme HLA-G 308. De même, j’ai montré une surexpression des 
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molécules HLA-G1 et PD-L1 sur les kératinocytes traités avec de l’IFNγ et du TNF-α 

(moyenne + SEM, p <0,05, n = 4) (Figure 28 C). 

Pour évaluer le rôle respectif de HLA-G et PD-L1 dans l'inhibition de la prolifération 

des lymphocytes T CD4 + médiée par les kératinocytes, j’ai trié ces cellules en fonction de 

leur expression d’HLA-G1 ou de PD-L1. Les PBMC activées pré-marqués avec un colorant 

de prolifération ont été incubés avec des kératinocytes HLA-G- PD-L1-, HLA-G+ PD-L1-, 

HLA-G- PD-L1+ ou HLA-G+ PD-L1+ (Figure 28 D). J’ai observé que les kératinocytes PD-

L1 + inhibaient la prolifération des lymphocytes T CD4 + (Figure 28 E). Cette inhibition 

était légèrement augmentée lorsque les kératinocytes exprimaient les deux points de contrôle. 

Ces résultats ont été vérifiés pour trois donneurs différents de kératinocytes et pour trois 

donneurs différents de PBMC. En bloquant PD-L1, j’ai partiellement restauré la prolifération 

des lymphocytes T CD4 + (Figure 28 F). Malheureusement, étant donné qu'aucun anticorps 

bloquant d’HLA-G n'est disponible dans le commerce, je n’ai pas pu confirmer formellement 

le rôle de ce point de contrôle immunitaire. Par conséquent, les propriétés 

immunosuppressives des kératinocytes amplifiés impliquent au moins la molécule de point de 

contrôle immunitaire PD-L1. 
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Figure 28) L'immunomodulation par des kératinocytes amplifiés implique le point de 

contrôle immunitaire PD-L1. 

 

A/B Les cellules de 3 donneurs ont été cultivées pendant 2 jours avec de l’IFNγ et du TNFα. 

A Profils de cytométrie en flux représentatifs au jour 2. B L'analyse de l'expression de HLA-

G1 (anticorps 87G) et PD-L1 a été réalisée par cytométrie en flux (moyenne + SEM, p <0,05, 

n = 3). t-Test apparié. *: p <0,05 et **: p <0,001 C/D 10000 kératinocytes triés comme suit : 
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HLA-G-, HLA-G +, PD-L1- ou PD-L1+, ont été incubés avec 100000 PBMC pendant 7 

jours. Les PBMC sont activées par des billes CD3 + CD28 +. La prolifération des PBMC est 

quantifiée par la diminution du colorant au jour 7. C Profils de cytométrie en flux 

représentatifs au jour 7. D L'inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 + varie en 

fonction de la présence de HLA-G ou PD-L1 (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). Les p values 

exactes ont été déterminées selon le t-test. *: p <0,05 et **: p <0,001. Ces résultats ont été 

vérifiés pour trois donneurs différents de kératinocytes et pour trois donneurs différents de 

PBMC. 

 

5) Les kératinocytes extraits de tissus expriment HLA-G1, ce qui 

les rend immunomodulateurs. 

 

J’ai ensuite étudié si les propriétés immunosuppressives observées dans les 

kératinocytes amplifiés étaient biologiquement pertinentes en considérant des kératinocytes 

directement extraits du tissu cutané. Les cellules de neuf donneurs sains ont été extraites des 

tissus cutanés mais n'ont pas été amplifiées ex vivo. Fait intéressant, je n’ai observé aucune 

expression de PD-L1 tandis que l'expression de HLA-G1 était détectée sur les kératinocytes 

tissulaires par cytométrie en flux (moyenne + SEM, n = 9) (Figure 29 A/B). À noter, lorsque 

l'EGF a été retiré du milieu d'amplification des kératinocytes, une forte diminution de 

l'expression de PD-L1 a été observée, démontrant que l’EGF contribue à induire l'expression 

de PD-L1 sur les kératinocytes amplifiés (voir données supplémentaires Fig Sup 10). Par 

immunohistochimie, l'expression de HLA-G1 a été détectée dans tout l'épiderme (Figure 29 

C). En effet, l'expression de HLA-G est localisée entre celle de la laminine 5, un marqueur de 

la lame basale, et celle de l'involucrine, un marqueur de la couche cornée. Ensuite, j’ai évalué 

le rôle d’HLA-G1 dans la contribution à l'immunomodulation tissulaire des kératinocytes. A 

cet effet, les kératinocytes extraits de tissu ont été triés en fonction de leur expression d’HLA-

G1 et testés vis-à-vis de PBMC allogéniques activés. J’ai observé que les kératinocytes 

tissulaires HLA-G + inhibaient d’avantage la prolifération des cellules T CD4 + que les 

kératinocytes HLA-G- (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3) (Figure 29 D/E). Ces résultats ont 

été vérifiés pour trois donneurs différents de kératinocytes et pour trois donneurs différents de 

PBMC. Les kératinocytes du tissu cutané ont donc limité la prolifération des lymphocytes T 

CD4 + via l'expression du point de contrôle immunitaire HLA-G1. 
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Figure 29) Les kératinocytes tissulaires expriment HLA-G1 qui leur permet d’être 

immunomodulateurs. 

 

A/B Les cellules de neuf donneurs représentatifs sont extraites. A Analyse par cytométrie de 

flux de l'expression de PD-L1 et d’HLA-G1 sur les kératinocytes (moyenne + SEM, n = 9). 

Les p values exactes ont été déterminées selon le test apparié de Wilcoxon. B Profils 

représentatifs de l'expression de HLA-G1 (anticorps 87G) sur les kératinocytes juste extraits 
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du tissu. C Expression de HLA-G dans tout l'épiderme (immunohistochimie). La laminine 5 

est un marqueur de la lame basale et l'involucrine est un marqueur de la couche cornée. D/E 

10 000 kératinocytes juste extraits du tissu, triés comme suit : HLA-G- ou HLA-G+, ont été 

incubés avec 100 000 PBMC pendant 7 jours. Les PBMC sont activées par des billes CD3 + 

CD28 +. La prolifération des PBMC est quantifiée par la diminution du colorant au jour 7. D 

Profils de cytométrie en flux représentatifs au jour 7. E L'inhibition de la prolifération des 

lymphocytes T CD4 + varie en fonction de la présence de kératinocytes et de HLA-G 

(moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). Les p values exactes ont été déterminées selon le t-test. *: 

p <0,05 et **: p <0,001. Ces résultats ont été vérifiés pour trois donneurs différents de 

kératinocytes et pour trois donneurs différents de PBMC. 

 

II. Bio-ingénierie de kératinocytes plus immunomodulateurs, 

rôle d’HLA-G 

 

Mestrallet, G.; Auvré, F.; Schenowitz, C.; Carosella, E.D.; LeMaoult, J.; Martin, M.T.; 

Rouas-Freiss, N.; Fortunel, N.O. Human Keratinocytes Inhibit CD4+ T-Cell Proliferation 

through TGFB1 Secretion and Surface Expression of HLA-G1 and PD-L1 Immune 

Checkpoints. Cells 2021, 10, 1438. https://doi.org/10.3390/cells10061438 

 

1) Transduction de kératinocytes avec un vecteur HLA-G1 

inductible. 

  

Pour mieux caractériser la capacité d’HLA-G à moduler l'immunomodulation par les 

kératinocytes, nous avons construit des vecteurs permettant son expression inductible par les 

kératinocytes. Le vecteur contrôle permet l'expression inductible de RFP après l'addition de 

doxycycline, tandis que le vecteur d'intérêt permet l'expression de HLA-G1 (Figure 30 A). 

Les cellules transduites d'un donneur représentatif ont été amplifiées pendant 7 jours. Par 

Western Blot, j’ai observé une expression inductible de dimères et monomères d’HLA-G1 

sur les kératinocytes en ajoutant de la doxycycline, avec détection de l'α-tubuline comme 

contrôle de charge (moyenne + SEM, p <0,0001, n = 3) (Figure 30 B/C). Les cellules K562 

transduites avec HLA-G1 ont été utilisées comme contrôle positif avec l'anticorps 4H84. J’ai 

https://doi.org/10.3390/cells10061438
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pu confirmer ces résultats en mesurant les niveaux d’HLA-G1 par cytométrie en flux dans ces 

conditions (moyenne + SEM, n = 3) (Figure 30 D/E). Aucune toxicité de la doxycycline sur 

les kératinocytes n'a été observée à la dose utilisée (voir données supplémentaires Fig Sup 4). 

Ces résultats ont été vérifiés pour trois donneurs différents de kératinocytes et pour trois 

donneurs différents de PBMC. Nous avons donc pu générer des kératinocytes exprimant une 

forte dose de HLA-G de manière inductible. L'expression inductible de HLA-G1 augmente 

l'immunomodulation par les kératinocytes amplifiés. 
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Figure 30) Transduction de kératinocytes avec un vecteur HLA-G1 inductible. 

 

A Construction de vecteurs permettant l'expression inductible de HLA-G1 par les 

kératinocytes. B/C/D/E Les cellules transduites d'un donneur représentatif ont été cultivées 

pendant 7 jours. L'expression de HLA-G1 sur les kératinocytes a été induite par la 

doxycycline. B Photographie d’un gel typique correspondant à différentes cultures, avec 

détection de l'α-tubuline comme contrôle de charge. Les cellules K562 transduites avec HLA-
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G1 ont été utilisées comme contrôle positif avec l'anticorps 4H84. C Quantification par 

Weestern blot de l’expression d’HLA-G1 (moyenne + SEM, p <0,0001, n = 3). D Profils 

représentatifs de l'expression de HLA-G1 sur les cellules transduites. E Analyse par 

cytométrie en flux des taux de HLA-G1 (moyenne + SEM, n = 3) sur les kératinocytes. Les p 

values exactes ont été déterminées selon le t-test apparié. *: p <0,05 et **: p <0,001. Ces 

résultats ont été vérifiés pour trois donneurs différents de kératinocytes et pour trois donneurs 

différents de PBMC. 

 

2) L'expression inductible de HLA-G1 augmente 

l'immunomodulation par les kératinocytes amplifiés.  

 

Enfin, j’ai examiné si les kératinocytes transduits par le vecteur HLA-G et présentant 

une expression inductible d’HLA-G élevée étaient plus immunosuppresseurs que les 

kératinocytes amplifiés normaux. Les résultats ont montré que les kératinocytes HLA-G + 

induisaient une plus grande inhibition de la prolifération des cellules T CD4 +, par rapport 

aux kératinocytes HLA-G- en l'absence de doxycycline (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3) 

(Figure 31 A/B). Je n’ai observé aucune différence entre les kératinocytes non transduits et 

les kératinocytes transduits mais non induits. Ces résultats ont été vérifiés pour trois donneurs 

différents de kératinocytes et pour trois donneurs différents de PBMC. En surexprimant 

HLA-G1 sur les kératinocytes, j’ai donc augmenté leurs propriétés immunomosuppressives. 
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Figure 31) L'expression inductible de HLA-G1 augmente l'immunomodulation par les 

kératinocytes amplifiés. 

 

10000 kératinocytes, transduits ou non avec le vecteur HLA-G1, sont incubés avec 100000 

PBMC pendant 7 jours. L'expression de HLA-G1 a été induite ou non sur les kératinocytes 

par addition de doxycycline. Les PBMC sont pré-marquées avec un colorant. Les PBMC sont 

activées par des billes CD3 + CD28 +. La prolifération des PBMC a été quantifiée par la 

diminution du colorant au jour 7. A Profils de cytométrie en flux représentatifs au jour 7. B 

Prolifération des cellules T CD4 + en fonction de la présence de kératinocytes et d’HLA-G 

(moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). Les p values exactes ont été déterminées selon le t-test. *: 

p < 0,05 et **: p <0,001. Ces résultats ont été vérifiés pour trois donneurs différents de 

kératinocytes et pour trois donneurs différents de PBMC. 
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III. Propriétés immunitaires des kératinocytes en fonction de 

leur degré d’immaturité 

 

(Mestrallet, G. et al. Manuscrit en cours de préparation) 

 

1) Les précurseurs de kératinocytes du tissu limitent la prolifération des 

lymphocytes T CD4 +. 

 

Je me suis ensuite demandé si les progéniteurs de kératinocytes, les cellules souches 

adultes ou les cellules différenciées pouvaient moduler différemment la prolifération des 

cellules T CD4 +. Par cytométrie en flux, les kératinocytes de trois donneurs ont été triés en 

fonction de leur niveau d'immaturité (Figure 32 A). Les cellules souches de kératinocytes 

expriment un phénotype ITA6high EGF-Rlow, les cellules progénitrices expriment un 

phénotype ITA6high EGF-Rhigh et les cellules différenciées expriment un phénotype ITA6low. 

Ces cellules ont été incubées avec des PBMC activés pré-marqués avec un colorant de 

prolifération (Figure 32 B). J’ai observé des différences dans l'inhibition de la prolifération 

des lymphocytes T CD4 + en fonction du niveau d'immaturité des kératinocytes (moyenne + 

SEM, p <0,05, n = 3) (Figure 32 C). Les précurseurs des kératinocytes ont pu limiter la 

prolifération des lymphocytes T CD4 +. J’ai également observé que cette inhibition de la 

prolifération des cellules CD4 + T augmente en fonction du nombre de précurseurs de 

kératinocytes (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3) (Figure 32 D). Ces résultats ont été vérifiés 

pour trois donneurs différents de kératinocytes et pour trois donneurs différents de PBMC. 

Les précurseurs de kératinocytes dans le tissu étaient donc davantage capables d'inhiber la 

prolifération des cellules T CD4 + que les cellules différenciées. 
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Figure 32) Les précurseurs de kératinocytes du tissu limitent la prolifération des 

lymphocytes T CD4 +. 

 

A Profils de cytométrie en flux représentatifs des kératinocytes triés en fonction de leur 

niveau d'immaturité. B/C/D 1000, 10000 ou 100000 kératinocytes (progéniteurs, cellules 

souches adultes ou cellules différenciées) d'un donneur représentatif ont été incubés avec 

100000 PBMC pendant 7 jours. Les PBMC ont été pré-marquées avec un colorant de 

prolifération. Les PBMC ont été activés par des billes CD3 + CD28 +. La prolifération des 

PBMC a été quantifiée par la diminution du colorant au jour 7. B Profils de cytométrie en 

flux représentatifs au jour 7. C Inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 + selon 

le niveau d'immaturité des kératinocytes (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). D Inhibition de la 

prolifération des cellules T CD4 + en fonction du nombre de kératinocytes et du taux 

d'immaturité (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). Les p values exactes ont été déterminées 
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selon le t-test. Ces résultats ont été vérifiés pour trois donneurs différents de kératinocytes et 

pour trois donneurs différents de PBMC. 

 

2) Les précurseurs de kératinocytes limitent la prolifération des 

lymphocytes T CD4 + après amplification ex vivo. 

 

Pour déterminer si les précurseurs de kératinocytes amplifiés peuvent encore inhiber 

la prolifération des lymphocytes T CD4 +, ces cellules ont été amplifiées pendant 1 à 3 

semaines. Les kératinocytes amplifiés ont de faibles niveaux d'EGF-R, mais ont des niveaux 

élevés d'ITA6 (voir données supplémentaires Fig Sup 6/7/8). Cela permet de sélectionner des 

kératinocytes amplifiés immatures uniquement par expression d'ITA6. Les kératinocytes ont 

donc été triés en fonction de leur niveau d’ITA6 (Figure 33 A). Pour déterminer si les 

précurseurs des kératinocytes peuvent encore inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4 

+ après amplification, ces cellules ont été incubées avec des PBMC activés pré-marqués avec 

un colorant de prolifération (Figure 33 B). J’ai observé que les précurseurs des kératinocytes 

inhibent la prolifération des lymphocytes T CD4 + après amplification (moyenne + SEM, p 

<0,05, n = 3) (Figure 33 C). Ces résultats ont été vérifiés pour trois donneurs différents de 

kératinocytes et pour trois donneurs différents de PBMC. Les précurseurs des kératinocytes 

conservent donc leur capacité de limiter la prolifération des lymphocytes T CD4 + après 

amplification. 

 

 



Guillaume Mestrallet - Thèse de doctorat - 2021 

149 
 

 

Figure 33) Les précurseurs de kératinocytes limitent la prolifération des lymphocytes T 

CD4 + après amplification ex vivo. 

A Profils de cytométrie en flux représentatifs des kératinocytes triés en fonction de 

leur niveau d’ITA6. B/C 10 000 kératinocytes, triés selon leur expression d’ITA6 après 

amplification, ont été incubés avec 100 000 PBMC pendant 7 jours. Les PBMC ont été pré-

marquées avec un colorant. Les PBMC ont été activées par des billes CD3 + CD28 +. La 

prolifération des PBMC a été quantifiée par la diminution du colorant au jour 7. B Profils de 

cytométrie en flux représentatifs au jour 7. C Inhibition de la prolifération des lymphocytes T 

CD4 + selon l'expression des kératinocytes ITA6 (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). Les p 

values exactes ont été déterminées selon le t-test. Ces résultats ont été vérifiés pour trois 

donneurs différents de kératinocytes et pour trois donneurs différents de PBMC. 
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3) Expression de HLA-G1 et PD-L1 selon le niveau d’ITA6 sur des 

kératinocytes amplifiés. 

 

J’ai ensuite étudié les mécanismes impliqués dans la capacité des précurseurs de 

kératinocytes à inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4 +. Par imagerie, j’ai observé 

l'expression des points de contrôle immunitaires HLA-G et PD-L1 selon l'expression d’ITA6 

sur les kératinocytes amplifiés pendant 7 jours (Figure 34 A/C). J’ai observé que les 

kératinocytes amplifiés ayant les niveaux les plus élevés d'ITA6 surexpriment HLA-G et PD-

L1 (moyenne + SEM, p <0,0001, n = 1000 cellules * 3 répliquats de culture) (Figure 34 

B/D). J’ai observé les mêmes profils par cytométrie en flux (Figure 34 E/G). Les 

kératinocytes amplifiés avec des niveaux élevés d'ITA6 expriment plus de HLA-G et de PD-

L1 pendant 3 semaines (moyenne + SEM, n = 6) (Figure 34 F/H). Les kératinocytes 

amplifiés avec des niveaux élevés d'EGF-R expriment également plus de HLA-G pendant 3 

semaines (moyenne + SEM, n = 6) (voir données supplémentaires Fig Sup 9). Les 

précurseurs de kératinocytes amplifiés expriment donc plus de points de contrôle 

immunitaires HLA-G et PD-L1. 

 



Guillaume Mestrallet - Thèse de doctorat - 2021 

151 
 

 

Figure 34) Expression d’HLA-G1 et de PD-L1 selon le niveau d’ITA6 sur des 

kératinocytes amplifiés. 

Les cellules d'un donneur représentatif sont cultivées 7, 14 ou 20 jours dans un milieu non 

défini avec du sérum et une couche de cellules nourricières. Analyse par imagerie. Profils 

représentatifs A/C de l'expression d’HLA-G1 et de PD-L1 selon l'expression d’ITA6 sur des 

kératinocytes amplifiés pendant 7 jours. B/D Analyse par imagerie des niveaux d’HLA-G1 et 

de PD-L1 (intensité moyenne de fluorescence) (moyenne + SEM, p <0,0001, n = 1000 

cellules * 3 répliquats de culture). E/G Profils de cytométrie en flux représentatifs de 

l'expression d’HLA-G1 et de PD-L1 sur les kératinocytes amplifiés pendant 7 jours. F/H 
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Analyse par cytométrie en flux de l'expression d’HLA-G1 et de PD-L1 (moyenne + SEM, n = 

6) en fonction du niveau d’ITA6 sur des kératinocytes amplifiés pendant 7/14/20 jours. Les p 

values exactes ont été déterminées selon le test U de Mann-Whitney. 
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IV. Données supplémentaires 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure supplémentaire 1) Surnageant de fibroblastes et inhibition de la prolifération des 

lymphocytes T CD4+. 

 

Les surnageants de fibroblastes d'un donneur représentatif sont incubés avec 100 000 PBMC 

pendant 7 jours. Les PBMC sont pré-marquées avec un colorant. Les PBMC sont activées par 

des billes CD3 + CD28 +. La prolifération des PBMC est quantifiée par la diminution du 

colorant au jour 7. A Profils de cytométrie en flux représentatifs au jour 7. B Prolifération des 

LT CD4 + en fonction de la présence de surnageant des fibroblastes (moyenne + SEM, p 

<0,05, n = 3). Les p values exactes ont été déterminées selon le t-test. 
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Figure supplémentaire 2) L’isoforme exprimée sur les kératinocytes est HLA-G1. 

 

Les cellules d'un donneur représentatif sont cultivées 7 jours dans un milieu non défini avec 

du sérum et une couche de cellules nourricières. A Analyse par Western Blot d’une 

photographie de gel typique correspondant à 3 cultures différentes, avec détection de l'α-

tubuline comme contrôle de charge. Les cellules K562 sont utilisées comme contrôle négatif 

et les cellules K562 transduites avec HLA-G1 sont utilisées comme contrôle positif avec 

l'anticorps 4H84. B Photographie de gel typique correspondant à 3 cultures différentes, avec 

détection de l'α-tubuline comme contrôle de charge. Les cellules M8 sont utilisées comme 

contrôle négatif et les cellules M8 transduites avec HLA-G5 sont utilisées comme contrôle 

positif avec l'anticorps 5A6G7. C Scatter plot de quantification (moyenne + SEM, p <0,0001, 

n = 9). Les p values exactes ont été déterminées selon le test U de Mann-Whitney. 
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Figure supplémentaire 3) Expression d'ILT2 et d'ILT4 par les kératinocytes avec ou 

sans conditions inflammatoires. 

 

Les cellules d'un donneur représentatif sont stimulées ou non pendant 2 jours avec 10 ng / mL 

d’IFNγ et de TNFα et marquées avec des anticorps anti-ILT2 et ILT4. ILT2 et ILT4 sont des 

récepteurs d’HLA-G. A Profils représentatifs de l'expression d'ILT2 et d'ILT4 sur les 

kératinocytes. B Pourcentage de cellules ILT2 + sur les kératinocytes. C Pourcentage de 

cellules ILT4 + sur les kératinocytes. 
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Figure supplémentaire 4) Toxicité de la doxycycline sur les kératinocytes. 

 

A Les cellules d'un donneur représentatif sont cultivées 7 jours dans un milieu non défini 

avec du sérum et une couche de cellules nourricières, avec 5 concentrations de doxyxycline 

différentes après 3 jours. B Comptage des cellules après 7 jours. (Moyenne + SEM, p <0,05, 

n = 4 répliquats de culture). Les p values exactes ont été déterminées selon le test U de Mann-

Whitney. 



Guillaume Mestrallet - Thèse de doctorat - 2021 

172 
 

 

Figure supplémentaire 5) Niveaux d'ITA6 et d'EGFR sur les kératinocytes tissulaires. 

 

Les cellules de neuf donneurs représentatifs sont extraites par dissociation mécanique et 

enzymatique (voir matériel et méthodes). A Profils représentatifs de l'expression d’ITA6 et 

d’EGFR sur les kératinocytes juste extraits du tissu. B Analyse par cytométrie en flux des 

taux d'ITA6 et d'EGFR (moyenne + SEM, n = 9) sur les kératinocytes juste extraits du tissu. 

Les p values exactes ont été déterminées selon le test apparié de Wilcoxon. 
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Figure supplémentaire 6) Influence du milieu sur l'expression d’ITA6 sur les 

kératinocytes. 

 

Les cellules d'un donneur représentatif sont cultivées 7 jours dans un milieu semi-défini 

(KSFM) ou dans un milieu non défini avec du sérum et une couche de cellules nourricières 

(GL3). L’ITA6 est un marqueur de la couche basale. Analyse par cytométrie en flux. A 

Profils représentatifs de l'expression d'ITA6 sur les kératinocytes cultivés 7 jours dans 2 

milieux. B Analyse par cytométrie en flux de l'expression d’ITA6 (MFI) (moyenne + SEM, p 

= 0,0022, n = 6) sur des kératinocytes cultivés 7 jours dans 2 milieux. C Pourcentage de 

kératinocytes ITA6+ (moyenne + SEM, p = 0,9143, n = 6) cultivés 7 jours dans 2 milieux. 

Les p values exactes ont été déterminées selon le test U de Mann-Whitney. 
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Figure supplémentaire 7) Influence du milieu sur l'expression d’ITA6 sur les 

kératinocytes. 

 

Les cellules d'un donneur représentatif sont cultivées 7 jours dans un milieu semi-défini 

(KSFM) ou dans un milieu non défini avec du sérum et une couche de cellules nourricières 

(GL3). L’ITA6 est un marqueur de la couche basale. A Analyse par imagerie des niveaux 

d'ITA6 (intensité moyenne de fluorescence) 7 jours dans 2 milieux (moyenne + SEM, p = 

0,0008, n = 1000 cellules * 6 répliquats de culture). B Pourcentage de kératinocytes ITA6+ 

(nb cellules> 1000) cultivés 7 jours dans 2 milieux. C Profils représentatifs de l'expression 

d'ITA6 sur les kératinocytes cultivés 7 jours dans 2 milieux. Les p values exactes ont été 

déterminées selon le test U de Mann-Whitney. 
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Figure supplémentaire 8) Influence du milieu sur l'expression d’EGFR par les 

kératinocytes. 

 

Les cellules d'un donneur représentatif sont cultivées 7 jours dans un milieu semi-défini 

(KSFM) ou dans un milieu non défini avec du sérum et une couche de cellules nourricières 

(GL3). L'EGFR est un marqueur de prolifération. Analyse par cytométrie en flux. A Profils 

représentatifs de l'expression d'EGFR sur les kératinocytes cultivés 7 jours dans 2 milieux. B 

Analyse par cytométrie en flux de l'expression d’ITA6 (MFI) (moyenne + SEM, p = 0,0022, 

n = 6) sur des kératinocytes cultivés 7 jours dans 2 milieux. C Pourcentage de kératinocytes 

EGFR+ (moyenne + SEM, p = 0,0286, n = 6) cultivés 7 jours dans 2 milieux. Les p values 

exactes ont été déterminées selon le test U de Mann-Whitney. 
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Figure supplémentaire 9) Expression d’HLA-G1 et de PD-L1 selon le niveau d'EGFR 

sur les kératinocytes amplifiés. 

 

Les cellules d'un donneur représentatif sont amplifiées 7/17/20 jours en milieu semi-défini 

(KSFM). A Profils représentatifs de l'expression d’HLA-G1 et de PD-L1 sur les kératinocytes 

amplifiés pendant 7 jours dans KSFM. B Analyse par cytométrie en flux de l'expression 

d’HLA-G1 et de PD-L1 (moyenne + SEM, n = 6) en fonction du taux d'EGFR sur des 

kératinocytes amplifiés pendant 7/14/20 jours en KSFM. Les p values exactes ont été 

déterminées selon le test U de Mann-Whitney. 
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Figure supplémentaire 10) Influence de l'EGF sur l'expression de PD-L1 par les 

kératinocytes. 

 

Les kératinocytes amplifiés exprimant PD-L1 ont ensuite été réamplifiés avec du milieu avec 

ou sans EGF. A profil de cytométrie représentatif après 7 jours. B Expression de PD-L1 en 

fonction de la présence d'EGF dans le milieu (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). Les p values 

exactes ont été déterminées selon le t-test. *: p <0,05 et **: p <0,001. 
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Figure supplémentaire 11) Profils immunitaires des cellules souches des kératinocytes, 

des cellules différenciées et des progéniteurs juste extraits du tissu. 

 

Les cellules de neuf donneurs représentatifs sont extraites. Les cellules souches de 

kératinocytes (ITA6 high et EGFR low), les progéniteurs de kératinocytes (ITA6 high EGFR 

high) et les cellules différenciées (ITA6 low) sont triés par cytométrie en flux. A Profils 

représentatifs de l'expression de CMHI, CMHII, CD40 et HLA-G1 sur les cellules souches 
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des kératinocytes, les cellules différenciées et les progéniteurs juste extraits du tissu. B 

Analyse par cytométrie en flux de l'expression de CMHI, CMHII, CD40 et HLA-G1 

(moyenne + SEM, n = 9) sur les kératinocytes en fonction de leur niveau d'immaturité. Les p 

values exactes ont été déterminées selon le test pairé de Wilcoxon. 

 

 

Figure supplémentaire 12) Kératinocytes et inhibition de la cytotoxicité des NK. 

 

A 10 000 kératinocytes chromés d'un donneur représentatif (ou témoin positif avec des K562) 

sont incubés avec des PBMC de deux donneurs pendant 4h. Les kératinocytes ont été 

amplifiés ex-vivo pendant 7 jours. La lyse cellulaire par les NK est calculée (moyenne + 

SEM, p <0,05, n = 3). B 5000 K562 chromés sont incubés avec les PBMC de deux donneurs 

pendant 4h. 10000 kératinocytes ont été ajoutés ou non en tant que troisièmes cellules. Les 

kératinocytes ont été amplifiés ex-vivo pendant 7 jours. La lyse cellulaire par les NK est 

calculée (moyenne + SEM, p <0,05, n = 3). Les p values exactes ont été déterminées selon le 

t-test. 
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Figure supplémentaire 13) Influence du milieu sur l'expression de la protéine HLA-G1 

sur les kératinocytes au cours du temps. 

 

Les cellules d'un donneur représentatif sont cultivées 20 jours dans un milieu semi-défini 

(KSFM) ou dans un milieu non défini avec du sérum et une couche de cellules nourricières 

(GL3). Analyse par Western Blot. Les cellules K562 sont utilisées comme contrôle négatif et 

les cellules K562 transduites avec HLA-G1 sont utilisées comme contrôle positif. A Une 

photographie sur gel typique correspondant à 3 cultures différentes après 7 jours, avec 

détection de l'α-tubuline comme contrôle de chargement. B Nuage de points de quantification 

(moyenne + SEM, p <0,0001, n = 9). Les p values exactes ont été déterminées selon le test U 

de Mann-Whitney. 
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Figure supplémentaire 14) Expression de protéines immunitaires sur des kératinocytes 

amplifiés dans 2 milieux au cours du temps. 

 

Les cellules d'un donneur représentatif sont cultivées 20 jours dans un milieu semi-défini 

(KSFM) ou dans un milieu non défini avec du sérum et une couche de cellules nourricières 

(GL3). Analyse par cytométrie en flux. Analyse par cytométrie en flux des niveaux de PD-L1 

et de CD40 (intensité de fluorescence moyenne) après 7/14/20 jours dans 2 milieux (moyenne 

+ SEM, n = 6 répliquats). Les p values exactes ont été déterminées selon le test U de Mann-

Whitney. *: p <0,05, **: p <0,01 
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Figure supplémentaire 15) Expression des protéines immunitaires en fonction de la 

stimulation des kératinocytes avecde l’IFN-γ et/ou du TNF-α. 

 

Les cellules d'un donneur représentatif sont cultivées 7 jours dans un milieu non défini avec 

du sérum et une couche de cellules nourricières (GL3). Analyse par cytométrie en flux 
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(moyenne + SEM, p <0,05, n = 4 répliquats de culture). Les p values exactes ont été 

déterminées selon le test U de Mann-Whitney. 
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Figure supplémentaire 16) Transcrits du système immunitaire régulés à la hausse / à la 

baisse dans un modèle de précurseurs des kératinocytes. 

 

300 transcripts de gènes liés à l’immunité sont modulés dans un modèle de précurseurs de 

kératinocytes (modèle KLF4 du laboratoire 36). Ces précurseurs ont été obtenus par une sous-

expression de KLF4. Pour les précurseurs, on observe une sous-expression d’ICAM1 qui permet le 

recrutement des LT par les kératinocytes, de CD55, un inhibiteur de la C3 convertase, et de PD-L1. 

En revanche, on observe une sur-expression des molécules de co-stimulation des LT CD40 et CD86, 

de CD14 qui permet la reconaissance du LPS en association avec TLR4, des TLR1,2 et 5, des HLA-

A, B et DQB1, et de l’IL-15RA, une des trois sous unités du récepteur à l'IL15. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

Les résultats que j’ai obtenus montrent que les kératinocytes sont capables d'inhiber la 

prolifération des lymphocytes T CD4 + via la sécrétion de cytokine TGF-β1 ainsi que 

l'expression des points de contrôle immunitaires HLA-G et PD-L1. C'est la première fois que 

l'expression de la protéine HLA-G est décrite dans un épiderme sain 451. 

Les kératinocytes obtenus à partir d'échantillons de peau de donneurs sains expriment 

des marqueurs immunitaires à leur surface. Plus de 95% d'entre eux expriment le CMHI, en 

revanche, moins de 5% d'entre eux expriment HLA-DR et CD86, et certains d'entre eux la 

molécule costimulatrice CD40. La capacité des kératinocytes à faire de la présentation 

antigénique médiée par les HLA de classe II aux cellules T CD4 + in vitro est donc limitée. 

Les kératinocytes sont hypoimmunogéniques, ils ne sont pas capables d’induire 

l’alloprolifération des cellules T CD4+. De plus, les kératinocytes ont des propriétés 

immunosupressives. Ils limitent la prolifération des cellules T CD4 + activées par des billes 

CD3 + CD28 +. En mimant un contexte inflammatoire avec l'ajout d'IFN-γ et de TNF-α, 

l'expression des marqueurs HLA est modulée sur les kératinocytes. Ils surexpriment en effet 

HLA-DR, comme précédemment montré avec sur des cellules souches mésenchymateuses 

(MSC) 308. Cependant, même dans ces conditions inflammatoires, on observe toujours une 

inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 + médiée par les kératinocytes.  

En simulant des conditions inflammatoires avec de l’IFN-γ et/ou du TNF-α, on 

observe une modulation de l’expression des marqueurs immunitaires des kératinocytes (voir 

données supplémentaires Fig Sup 15). L’IFN-γ induit une surexpression du CMHI et de 

CD40 dès 10ng/mL. Le TNF-α aussi, moins fortement et seulement à partir de 50ng/mL. 

L’IFN-γ induit une surexpression du HLA-DR et de PD-L1 dès 10ng/mL. Le TNF-α ne 

l’induit pas dans ces conditions. L’IFN-γ et le TNF-α seuls n’induisent pas de surexpression 

d’HLA-G1. En revanche, une combinaison synergique des deux l’induit à partir de 10ng/mL. 

L'inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4 + par les kératinocytes semble 

être médiée par des facteurs solubles, tels que le TGF-β, et par des points de contrôle 

immunitaires, tels que PD-L1 et HLA-G. Il a été montré dans d'autres systèmes que 

l'expression d’HLA-G induit celle de TGF-β1 et vice versa, ce qui pourrait conduire à une 

boucle d'auto-induction 452,453. Le TGF-β réduit la prolifération et l'activation des 

lymphocytes T 454,455. En effet, la sous-expression du TGF-β chez la souris a montré une 

prolifération et une activation des lymphocytes T, ainsi que leur production de cytokines 454. 
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Le TGF-β limite la prolifération des lymphocytes T CD4 + par la voie Smad3 450. Ainsi, le 

TGF-β produit par les kératinocytes contribue probablement à leur capacité d’inhibition de la 

prolifération des lymphocytes T CD4 +. Ces propriétés immunosuppressives du TGF-β ont 

également été décrites pour les cellules épithéliales bronchiques, en association avec celles de 

l'IL-10 et d’HLA-G 456.  

Des études chez la souris ont montré que les kératinocytes exprimant PD-L1 

réduisaient la prolifération et la fonction effectrice des cellules T au niveau des sites 

inflammatoires locaux 311. L'expression de PD-L1 est également corrélée à une présence plus 

élevée de cellules Treg dans la peau 247. PD-L1 se lie au PD-1 exprimé à la surface des 

cellules T, qui à son tour inhibe leur activité 304, et limite les réactions auto-immunes 305. Mon 

travail montre une forte induction de PD-L1 dans les kératinocytes amplifiés, ce qui contribue 

en partie à leur capacité à moduler la prolifération des cellules T CD4 +. Cependant, je 

n'observe pas d’expression de PD-L1 dans les kératinocytes directement extraits du tissu sans 

aucune amplification in vitro. Cette induction de l'expression de PD-L1 par les kératinocytes 

lors de l'amplification peut s'expliquer par la présence de facteurs de croissance tels que 

l'EGF, comme je l'ai démontré ici (voir données supplémentaires Fig Sup 10). Cela a 

également été démontré dans d'autres systèmes 312,457. L'exposition des kératinocytes à l'EGF 

peut être réduite une fois qu'ils sont greffés sur le patient. Cela pourrait donc diminuer leur 

expression de PD-L1 et augmenter les chances de rejet.  

L'expression épidermique de HLA-G a été précédemment décrite dans un contexte 

pathologique tel que le cancer de la peau et les dermatoses inflammatoires 458. Elle a été 

détectée au niveau transcriptomique dans du tissu cutané sain mais pas au niveau 

protéique 459. HLA-G a été détecté dans le psoriasis, principalement dans les macrophages de 

la jonction dermo-épidermique 353. L'expression d’HLA-G a également été étudiée chez des 

patients atteints de dermatite atopique 460. Dans ce cas, HLA-G est exprimé par des cellules T 

infiltrant les tissus, les macrophages et les cellules dendritiques et cette expression d’HLA-G 

pourrait être favorisée par celle de l'IL-10. Dans le pemphigus vulgaris, une maladie cutanée 

auto-immune rare, il y a une fréquence accrue de délétion au niveau de l'exon 8 du gène 

codant HLA-G. Cela favorise l'expression d’HLA-G 461,462. Il y a également des niveaux 

d’HLA-G soluble significativement plus élevés dans la circulation des patients atteints de 

lupus érythémateux disséminé 463. HLA-G a également été détecté dans les cancers de la peau 

tels que les lymphomes cutanés et les carcinomes basocellulaires et épidermoïdes de la peau 

464–466. Cette expression a été particulièrement étudiée dans le cas du mélanome. Les cellules 

de mélanome ont moins de CMHI, ce qui pourrait les rendre plus sensibles à la lyse par les 
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NK. Cependant, il a été démontré que l’expression d’HLA-G par les cellules de mélanome les 

protégeait de la lyse médiée par les NK 431,467–470. L’expression d’HLA-G par les tumeurs a 

d’ailleurs récement conduit à la mise au point de cellules CAR-T dirigées contre ce 

checkpoint immunitaire 471. 

Mes travaux montrent pour la première fois une expression de la protéine HLA-G1 

par des kératinocytes issus de tissus sains pour chacun des donneurs étudiés. La plupart des 

études précédentes utilisaient l'immunohistochimie pour détecter HLA-G, et non la 

cytométrie en flux et le Western blot comme dans cette étude. Il s'agirait donc plutôt d'une 

expression différentielle entre les tissus cutanés normaux et pathologiques. Aucune 

expression des récepteurs d’HLA-G ILT2 et ILT4 n'a été observée sur les kératinocytes (voir 

données supplémentaires Fig Sup 3). L'action d’HLA-G exprimé sur les kératinocytes ne se 

fait donc pas via une boucle autocrine mais plutôt via la modulation des cellules 

immunitaires.  

D’un point de vue fonctionnel, j’ai montré que les kératinocytes issus des tissus 

cutanés et non amplifiés réduisent la prolifération des lymphocytes T CD4 + via l'expression 

d’HLA-G. Cependant, moins de 10% des kératinocytes expriment HLA-G dans le tissu. Dans 

l’idée d'utiliser des kératinocytes pour les allogreffes cutanées, il nous a semblé utile de 

surexprimer ce point de contrôle immunitaire afin d'augmenter les propriétés 

immunosuppressives des kératinocytes. Ici, je montre qu'en effet, en utilisant un vecteur 

inductible, HLA-G est surexprimé par les kératinocytes, ce qui augmente en conséquence 

leurs propriétés immunosuppressives. Ces cellules immunosuppressives utilisées dans des 

conditions allogéniques pourraient ouvrir des perspectives thérapeutiques aux patients 

présentant des brûlures sévères ou à fort contexte inflammatoire, chez qui une greffe de peau 

autologue n'est pas possible. Ainsi, l'utilisation transitoire de kératinocytes amplifiés 

surexprimant fortement HLA-G permettrait donc d'avoir des greffons allogéniques 

immédiatement disponibles, le temps de préparer un greffon autologue. Comme les 

kératinocytes amplifiés expriment également fortement PD-L1, cela pourrait renforcer les 

effets immuno-inhibiteurs d’HLA-G. En effet, il a récement été décrit dans un contexte 

tumoral que PD-L1 et HLA-G ciblent des sous-populations distinctes de lymphocytes T 

411,420.  

Des fibroblastes dermiques ont déjà été modifiés pour exprimer un HLA-G1 modifié 

en vue d’une apotentielle pplication thérapeutique dans la transplantation allogénique. Dans 

leur travail, HLA-G1 a été modifié au niveau de la région 3 'UTR, ce qui permet de limiter la 

régulation par les miARN. En outre, ils n’ont pas fait exprimer le motif RKKSSD (remplacé 
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par RAASSD) de rétention d’HLA-G dans le réticulum endoplasmique (ER), ce qui a 

augmenté son expression membranaire. Une région de 14 pb a également été supprimée entre 

l'exon 6 et l'exon 8, car le polymorphisme associé corréle avec un différentiel d'expression 

d’HLA-G 446. De la même manière que pour mon travail, ces fibroblastes dermiques HLA-G 

+ étaient moins sensibles à la lyse par les cellules NK stimulées par de l’IL-2 et réduisaient la 

prolifération des PBMC après activation avec de la PHA. Il serait intéressant d’effectuer les 

mêmes modifications sur notre modèle avec un vecteur inductible pour évaluer l’impact de 

ces modifications sur l’expression d’HLA-G dans notre système.  

De plus, il serait intéressant d’utiliser également la forme soluble d’HLA-G pour 

inhiber le rejet de greffe par HLA-G. Une molécule dérivée d’HLA-G a été testée lors de 

greffe de peau chez la souris et permet d’augmenter la tolérance 349. L’injection de 

microbilles liées à HLA-G par un autre groupe de recherche dans des souris a permis une 

diminution du rejet aigu de la greffe de peau 394. Une autre approche serait la mise au point 

d’exosomes ciblant le greffon et contenant des ARNm du gène HLA-G pour favoriser la 

tolérance de la greffe cutanée de manière transitoire 441. Il serait également intéressant de 

tester d’autres gènes immunomodulateurs candidats, comme PD-L1, CTLA-4, CD47 ou 

HLA-E, ou de travailler à une édition des molécules immunogènes, comme les CMHI et II 

classiques (Mestrallet, G. et al, Skin immunity and tolerance : Focus on epidermal 

keratinocytes, revue en cours de soumission, voir annexes). Des approches complémentaires 

à celle de cette étude pourraient impliquer l’utilisation d’un derme décellularisé. Il serait alors 

possible d’avoir une matrice plus complète à greffer, sur laquelle ensemencer des 

kératinocytes exprimant HLA-G pour limiter le rejet de greffe.  

Le choix du milieu de culture influe sur l’expression d’HLA-G1 par les kératinocytes 

sains. Il y a une plus forte expression avec le milieu non défini, avec du sérum et des cellules 

nourricières (voir données supplémentaires Fig Sup 13). Ce sont ces conditions de culture qui 

sont utilisées aujourd’hui en clinique pour produire des greffons. Toutefois, en comparaison 

avec un milieu semi-défini, il y a moins d’expression d’autres marqueurs de co-stimulation 

(PD-L1 et CD40) (voir données supplémentaires Fig Sup 14). Ces résultats, couplés à 

l’évolution des contraintes réglementaires qui tendent à éliminer les composants 

xénogéniques des protocoles cliniques, indiquent qu’il faut continuer à travailler sur des 

milieux plus adaptés aux enjeux cliniques. Ces milieux devront être mieux définis, permettant 

à la fois le maintien de cellules souches, et l’obtention de greffons immunocompatibles. 

La génération de greffons présente un double enjeu. D’une part le maintien de cellules 

souches épidermiques au potentiel régénérateur élevé, et d’autre part l’obtention d'un greffon 
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immunocompatible. En effet, les cellules souches adultes sont cruciales pour le maintien et le 

renouvellement du tissu 472. On sait peu de choses sur le lien entre l’immaturité des 

kératinocytes et leurs propriétés immunitaires dans l'épiderme interfolliculaire. Il est 

également important de comprendre les propriétés immunitaires des cellules souches adultes 

si on considère le phénomène d’échapement immunitaire qui peut se produire lors de la 

prolifération des cellules souches cancéreuses. En reprennant des données déjà publiées, j’ai 

pu identifier environ 300 transcripts de gènes liés à l’immunité qui sont modulés dans un 

modèle de précurseurs de kératinocytes (modèle KLF4, 36) (voir données supplémentaires Fig 

Sup 16). 

Les différentes populations de kératinocytes obtenues à partir de donneurs sains ont 

des phénotypes immunitaires différents. On distingue d'une part les cellules souches de 

phénotype ITA6high EGF-Rlow, et d'autre part, les progéniteurs de phénotype ITA6high EGF-

Rhigh et les kératinocytes différenciés de phénotype ITA6low 34,40. Au cours de mon travail, j’ai 

pu voir que par rapport aux kératinocytes différenciés, les progéniteurs et les cellules souches 

inhibent la prolifération des lymphocytes T CD4 + in vitro. Elles expriment également moins 

de CMHI et de CMHII que les cellules différenciées (voir données supplémentaire Fig Sup 

11). Pour déterminer si les précurseurs de kératinocytes amplifiés peuvent encore inhiber la 

prolifération des lymphocytes T CD4 +, ces cellules ont été amplifiées pendant 1 semaine. 

Les kératinocytes amplifiés expriment peu d'EGF-R, mais ont des niveaux élevés d'ITA6. 

Cela permet de sélectionner des kératinocytes amplifiés immatures selon l'expression d'ITA6. 

J’ai observé que les précurseurs des kératinocytes conservaient leur capacité à limiter la 

prolifération des lymphocytes T CD4 + après amplification.  

Mes résultats ont montré que ces kératinocytes amplifiés ayant des niveaux élevés 

d'ITA6 surexprimaient HLA-G et PD-L1. PD-L1 se lie au PD-1 exprimé à la surface des 

cellules T, inhibe leur activité 304 et limite les réactions auto-immunes 305. HLA-G inhibe la 

fonction cytolytique des cellules NK et T, la réponse alloproliférative des cellules T CD4 +, 

la production d'anticorps par les cellules B et la présentation antigénique des cellules 

dendritiques 390,473. Le phénomène de privilège immunitaire des précurseurs épidermiques 

pourrait donc s'expliquer par une surexpression des checkpoints immunitaires HLA-G et PD-

L1. Ce privilège immunitaire impliquant des points de contrôle immunitaires comme HLA-G 

a également été décrit dans d'autres types de cellules immatures. C'est par exemple le cas 

pour les cellules souches mésenchymateuses 308.  

Les cellules souches des tissus adultes peuvent se transformer en cellules cancéreuses, 

ce qui peut impliquer leur capacité d’échappement à l'élimination par le système immunitaire 
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474. HLA-G et PD-L1 inhibent différentes populations de cellules T dans le cancer 411,420. Ces 

checkpoints immunitaires favorisent l'échappement de la tumeur par rapport au système 

immunitaire. Les immunothérapies sont de plus en plus utilisées pour diriger le système 

immunitaire de l'organisme contre la tumeur 475. Il est donc d’autant plus important de 

comprendre les mécanismes d’échappement immunitaire des cellules initiatrices tumorales.  

Une autre région de l'épiderme enrichie en cellules souches est le follicule pileux. En 

effet, les kératinocytes humains issus du follicule pileux peuvent favoriser la cicatrisation 15 

ou être utilisés pour traiter les ulcères de jambe 64. Les follicules pileux sont normalement 

préservés du système immunitaire, un phénomène appelé privilège immunitaire. Les cellules 

souches de follicules pileux murins sousexpriment Nlrc5 et le CMHI dans leur état quiescant 

476. L'expression de Nlrc5 stimule celle du CMHI sur les cellules souches des follicules pileux 

murins, de sorte que sa sousexpression explique celle du CMHI. L'altération de ce privilège 

immunitaire est l'une des causes de l'alopécie areata 240. Ce contexte physiopathologique a été 

décrit comme une maladie auto-immune, dans laquelle une infiltration anormale des cellules 

T provoque une inflammation locale et la destruction des follicules pileux 239. L'étude de 

l'expression des points de contrôle immunitaires sur les précurseurs de kératinocytes dans le 

follicule pileux pourrait donc permettre de mieux comprendre leur privilège immunitaire et 

les pathologies associées. 
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Figure 35) Propriétés immunitaires des kératinocytes, de leurs précurseurs, et bio-

ingénierie de greffons. 

Les kératinocytes inhibent la prolifération des lymphocytes T CD4 + via l'expression des 

points de contrôle immunitaires HLA-G et PD-L1, ainsi que via la sécrétion de TGF-β. C’est 

la première fois que l’expression d’HLA-G est décrite au niveau protéique dans le tissu 

cutané sain. Mes travaux montrent également que les précurseurs des kératinocytes peuvent 

inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4+. Cela pourrait s'expliquer par une 

surexpression des points de contrôle immunitaires HLA-G et PD-L1. L'augmentation de 

l'expression de HLA-G, avec un vecteur inductible, ainsi que celle de PD-L1, par ajout 

d’EGF lors de l’amplification ex vivo, améliorent cette immunomodulation. Cela ouvre des 

perspectives pour la bio-ingénierie des greffes cutanées allogéniques transitoires.  
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CONCLUSION 

 

Mes travaux montrent donc que les kératinocytes inhibent la prolifération des 

lymphocytes T CD4 + via l'expression des points de contrôle immunitaires HLA-G et PD-L1, 

ainsi que via des facteurs solubles. C’est la première fois que l’expression d’HLA-G est 

décrite au niveau protéique dans le tissu cutané sain. L'augmentation de l'expression d’HLA-

G améliore encore cette immunomodulation, ouvrant ainsi des perspectives pour la bio-

ingénierie des greffes cutanées allogéniques transitoires. Mes travaux montrent également 

que les précurseurs des kératinocytes peuvent inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4 

+. Cela pourrait s'expliquer par une surexpression des points de contrôle immunitaires HLA-

G et PD-L1, ouvrant ainsi des perspectives pour mieux comprendre l’échapement 

immunitaire des cellules tumorales de la peau et les pathologies auto-immunes cutanées. 
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ANNEXES 

 

I. Revue (Manuscrit en cours de soumission) 
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II. Cartes des vecteurs 

 

Expression ectopique inductible de HLA-G.  

 

Expression inductible de HLA-G, en utilisant le système Tet-on de 3ème génération, via un 

seul vecteur lentiviral (vecteur 1) + le contrôle négatif (vecteur 2) : 

 

- Vecteur 1 : TRE3G-HLA-G-IRES-GFP-EF1-Tet-On3G 

- Vecteur 2 : TRE3G-TurboRFP-IRES-GFP-EF1-Tet-On3G 

 

Méthode d’obtention de l’ADNc HLA-G (1017 pb) : synthèse.  

 

Identifiant du Gène HLA-G :  ENSG00000204632 

Identifiant de l’isoforme d’intérêt HLA-G1 (référencée sous l’alias HLA-G-

205) :  ENST00000428701.5 

Pour visualiser la séquence d’intérêt :  CCDS4668 

 

 

Project reference:  V19100189 

Client: Nicolas Fortunel 

Date: 2019-11-05 

 

 

 

Sequence to be cloned in the pLV.TRE3G.HLA-G.IRES2.TurboGFP.EF1.Tet-On®3G 

 

tttactccctatcagtgatagagaacgtatgaagagtttactccctatcagtgatagagaacgtatgcagactttactccctatcagtgata

gagaacgtataaggagtttactccctatcagtgatagagaacgtatgaccagtttactccctatcagtgatagagaacgtatctacagttta

ctccctatcagtgatagagaacgtatatccagtttactccctatcagtgatagagaacgtatgtcgaggtaggcgtgtacggtgggcgcc

tataaaagcagagctcgtttagtgaaccgtcagatcgcctggagcaattccacaacacttttgtcttatacttggatccgtttaaacttgctg

cgacgcgtgccaccatggtggtcatggcgccccgaaccctcttcctgctgctctcgggggccctgaccctgaccgagacctgggcg

ggctcccactccatgaggtatttcagcgccgccgtgtcccggcccggccgcggggagccccgcttcatcgccatgggctacgtgga

cgacacgcagttcgtgcggttcgacagcgactcggcgtgtccgaggatggagccgcgggcgccgtgggtggagcaggaggggcc

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000204632
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000204632;r=6:29826967-29831125;t=ENST00000428701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=CCDS&DATA=CCDS4668
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ggagtattgggaagaggagacacggaacaccaaggcccacgcacagactgacagaatgaacctgcagaccctgcgcggctacta

caaccagagcgaggccagttctcacaccctccagtggatgattggctgcgacctggggtccgacggacgcctcctccgcgggtatg

aacagtatgcctacgatggcaaggattacctcgccctgaacgaggacctgcgctcctggaccgcagcggacactgcggctcagatct

ccaagcgcaagtgtgaggcggccaatgtggctgaacaaaggagagcctacctggagggcacgtgcgtggagtggctccacagata

cctggagaacgggaaggagatgctgcagcgcgcggacccccccaagacacacgtgacccaccaccctgtctttgactatgaggcc

accctgaggtgctgggccctgggcttctaccctgcggagatcatactgacctggcagcgggatggggaggaccagacccaggacgt

ggagctcgtggagaccaggcctgcaggggatggaaccttccagaagtgggcagctgtggtggtgccttctggagaggagcagaga

tacacgtgccatgtgcagcatgaggggctgccggagcccctcatgctgagatggaagcagtcttccctgcccaccatccccatcatgg

gtatcgttgctggcctggttgtccttgcagctgtagtcactggagctgcggtcgctgctgtgctgtggagaaagaagagctcagattgaa

tgcatctagggcggccaattccgcccctctccctcccccccccctaacgttactggccgaagccgcttggaataaggccggtgtgcgtt

tgtctatatgttattttccaccatattgccgtcttttggcaatgtgagggcccggaaacctggccctgtcttcttgacgagcattcctagggg

tctttcccctctcgccaaaggaatgcaaggtctgttgaatgtcgtgaaggaagcagttcctctggaagcttcttgaagacaaacaacgtct

gtagcgaccctttgcaggcagcggaaccccccacctggcgacaggtgcctctgcggccaaaagccacgtgtataagatacacctgc

aaaggcggcacaaccccagtgccacgttgtgagttggatagttgtggaaagagtcaaatggctctcctcaagcgtattcaacaagggg

ctgaaggatgcccagaaggtaccccattgtatgggatctgatctggggcctcggtacacatgctttacatgtgtttagtcgaggttaaaa

aaacgtctaggccccccgaaccacggggacgtggttttcctttgaaaaacacgatgataatatggccacaaccatggagagcgacga

gagcggcctgcccgccatggagatcgagtgccgcatcaccggcaccctgaacggcgtggagttcgagctggtgggcggcggaga

gggcacccccgagcagggccgcatgaccaacaagatgaagagcaccaaaggcgccctgaccttcagcccctacctgctgagcca

cgtgatgggctacggcttctaccacttcggcacctaccccagcggctacgagaaccccttcctgcacgccatcaacaacggcggcta

caccaacacccgcatcgagaagtacgaggacggcggcgtgctgcacgtgagcttcagctaccgctacgaggccggccgcgtgatc

ggcgacttcaaggtgatgggcaccggcttccccgaggacagcgtgatcttcaccgacaagatcatccgcagcaacgccaccgtgga

gcacctgcaccccatgggcgataacgatctggatggcagcttcacccgcaccttcagcctgcgcgacggcggctactacagctccgt

ggtggacagccacatgcacttcaagagcgccatccaccccagcatcctgcagaacgggggccccatgttcgccttccgccgcgtgg

aggaggatcacagcaacaccgagctgggcatcgtggagtaccagcacgccttcaagaccccggatgcagatgccggtgaagaata

agtcgaccgtgaggctccgatgcccgtcagtgggcagagcgcacatcgcccacagtccccgagaagttggggggaggggtcggc

aattgaaccggtgcctagagaaggtggcgcggggtaaactgggaaagtgatgtcgtgtactggctccgcctttttcccgagggtggg

ggagaaccgtatataagtgcagtagtcgccgtgaacgttctttttcgcaacgggtttgccgccagaacacaggatccgccaccatgtct

agactggacaagagcaaagtcataaactctgctctggaattactcaatggagtcggtatcgaaggcctgacgacaaggaaactcgctc

aaaagctgggagttgagcagcctaccctgtactggcacgtgaagaacaagcgggccctgctcgatgccctgccaatcgagatgctg

gacaggcatcatacccactcctgccccctggaaggcgagtcatggcaagactttctgcggaacaacgccaagtcataccgctgtgctc

tcctctcacatcgcgacggggctaaagtgcatctcggcacccgcccaacagagaaacagtacgaaaccctggaaaatcagctcgcgt

tcctgtgtcagcaaggcttctccctggagaacgcactgtacgctctgtccgccgtgggccactttacactgggctgcgtattggaggaa

caggagcatcaagtagcaaaagaggaaagagagacacctaccaccgattctatgcccccacttctgaaacaagcaattgagctgttc

gaccggcagggagccgaacctgccttccttttcggcctggaactaatcatatgtggcctggagaaacagctaaagtgcgaaagcggc
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gggccgaccgacgcccttgacgattttgacttagacatgctcccagccgatgcccttgacgactttgaccttgatatgctgcctgctgac

gctcttgacgattttgaccttgacatgctccccgggtaagtcgacaatcaacctctggattacaaaatttgtgaaagattgactggtattctt

aactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcctttgtatcatgctattgcttcccgtatggctttcattttctcctccttgtat

aaatcctggttgctgtctctttatgaggagttgtggcccgttgtcaggcaacgtggcgtggtgtgcactgtgtttgctgacgcaaccccca

ctggttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccgggactttcgctttccccctccctattgccacggcggaactcatcgccgcctg

ccttgcccgctgctggacaggggctcggctgttgggcactgacaattccgtggtgttgtcggggaagctgacgtcctttccatggctgc

tcgcctgtgttgccacctggattctgcgcgggacgtccttctgctacgtcccttcggccctcaatccagcggaccttccttcccgcggcc

tgctgccggctctgcggcctcttccgcgtcttcgccttcgccctcagacgagtcggatctccctttgggccgcctccccgcctg 

 

TRE3G promoter 

KOZAK sequence 

HLA-G coding sequence 

IRES2 sequence 

TurboGFP coding sequence 

EF1 promoter 

KOZAK sequence 

Tet-On®3G coding sequence 

WPRE 
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Sequence to be cloned in the pLV.TRE3G.TurboRFP.IRES2.TurboGFP.EF1.Tet-

On®3G 

 

tttactccctatcagtgatagagaacgtatgaagagtttactccctatcagtgatagagaacgtatgcagactttactccctatcagtgata

gagaacgtataaggagtttactccctatcagtgatagagaacgtatgaccagtttactccctatcagtgatagagaacgtatctacagttta

ctccctatcagtgatagagaacgtatatccagtttactccctatcagtgatagagaacgtatgtcgaggtaggcgtgtacggtgggcgcc

tataaaagcagagctcgtttagtgaaccgtcagatcgcctggagcaattccacaacacttttgtcttatacttggatccgtttaaacttgctg

cgacgcgtgccaccatgagcgagctgatcaaggagaacatgcacatgaagctgtacatggagggcaccgtgaacaaccaccacttc

aagtgcacatccgagggcgaaggcaagccctacgagggcacccagaccatgaagatcaaggtggtcgagggcggccctctcccct

tcgccttcgacatcctggctaccagcttcatgtacggcagcaaagccttcatcaaccacacccagggcatccccgacttctttaagcagt

ccttccctgagggcttcacatgggagagaatcaccacatacgaagacgggggcgtgctgaccgctacccaggacaccagcttccag

aacggctgcatcatctacaacgtcaagatcaacggggtgaacttcccatccaacggccctgtgatgcagaagaaaacacgcggctgg

gaggccaacaccgagatgctgtaccccgctgacggcggcctgagaggccacagccagatggccctgaagctcgtgggcgggggc

tacctgcactgctccttcaagaccacatacagatccaagaaacccgctaagaacctcaagatgcccggcttccacttcgtggaccaca

gactggaaagaatcaaggaggccgacaaagagacctacgtcgagcagcacgagatggctgtggccaagtactgcgacctccctag

caaactggggcacagatgaatgcatctagggcggccaattccgcccctctccctcccccccccctaacgttactggccgaagccgctt

ggaataaggccggtgtgcgtttgtctatatgttattttccaccatattgccgtcttttggcaatgtgagggcccggaaacctggccctgtctt

cttgacgagcattcctaggggtctttcccctctcgccaaaggaatgcaaggtctgttgaatgtcgtgaaggaagcagttcctctggaagc

ttcttgaagacaaacaacgtctgtagcgaccctttgcaggcagcggaaccccccacctggcgacaggtgcctctgcggccaaaagcc

acgtgtataagatacacctgcaaaggcggcacaaccccagtgccacgttgtgagttggatagttgtggaaagagtcaaatggctctcct

caagcgtattcaacaaggggctgaaggatgcccagaaggtaccccattgtatgggatctgatctggggcctcggtacacatgctttaca

tgtgtttagtcgaggttaaaaaaacgtctaggccccccgaaccacggggacgtggttttcctttgaaaaacacgatgataatatggccac

aaccatggagagcgacgagagcggcctgcccgccatggagatcgagtgccgcatcaccggcaccctgaacggcgtggagttcga

gctggtgggcggcggagagggcacccccgagcagggccgcatgaccaacaagatgaagagcaccaaaggcgccctgaccttca

gcccctacctgctgagccacgtgatgggctacggcttctaccacttcggcacctaccccagcggctacgagaaccccttcctgcacgc

catcaacaacggcggctacaccaacacccgcatcgagaagtacgaggacggcggcgtgctgcacgtgagcttcagctaccgctac

gaggccggccgcgtgatcggcgacttcaaggtgatgggcaccggcttccccgaggacagcgtgatcttcaccgacaagatcatccg

cagcaacgccaccgtggagcacctgcaccccatgggcgataacgatctggatggcagcttcacccgcaccttcagcctgcgcgacg

gcggctactacagctccgtggtggacagccacatgcacttcaagagcgccatccaccccagcatcctgcagaacgggggccccatg

ttcgccttccgccgcgtggaggaggatcacagcaacaccgagctgggcatcgtggagtaccagcacgccttcaagaccccggatgc

agatgccggtgaagaataagtcgaccgtgaggctccgatgcccgtcagtgggcagagcgcacatcgcccacagtccccgagaagtt

ggggggaggggtcggcaattgaaccggtgcctagagaaggtggcgcggggtaaactgggaaagtgatgtcgtgtactggctccgc

ctttttcccgagggtgggggagaaccgtatataagtgcagtagtcgccgtgaacgttctttttcgcaacgggtttgccgccagaacaca

ggatccgccaccatgtctagactggacaagagcaaagtcataaactctgctctggaattactcaatggagtcggtatcgaaggcctgac
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gacaaggaaactcgctcaaaagctgggagttgagcagcctaccctgtactggcacgtgaagaacaagcgggccctgctcgatgccc

tgccaatcgagatgctggacaggcatcatacccactcctgccccctggaaggcgagtcatggcaagactttctgcggaacaacgcca

agtcataccgctgtgctctcctctcacatcgcgacggggctaaagtgcatctcggcacccgcccaacagagaaacagtacgaaaccc

tggaaaatcagctcgcgttcctgtgtcagcaaggcttctccctggagaacgcactgtacgctctgtccgccgtgggccactttacactg

ggctgcgtattggaggaacaggagcatcaagtagcaaaagaggaaagagagacacctaccaccgattctatgcccccacttctgaaa

caagcaattgagctgttcgaccggcagggagccgaacctgccttccttttcggcctggaactaatcatatgtggcctggagaaacagct

aaagtgcgaaagcggcgggccgaccgacgcccttgacgattttgacttagacatgctcccagccgatgcccttgacgactttgacctt

gatatgctgcctgctgacgctcttgacgattttgaccttgacatgctccccgggtaagtcgacaatcaacctctggattacaaaatttgtga

aagattgactggtattcttaactatgttgctccttttacgctatgtggatacgctgctttaatgcctttgtatcatgctattgcttcccgtatggct

ttcattttctcctccttgtataaatcctggttgctgtctctttatgaggagttgtggcccgttgtcaggcaacgtggcgtggtgtgcactgtgtt

tgctgacgcaacccccactggttggggcattgccaccacctgtcagctcctttccgggactttcgctttccccctccctattgccacggc

ggaactcatcgccgcctgccttgcccgctgctggacaggggctcggctgttgggcactgacaattccgtggtgttgtcggggaagctg

acgtcctttccatggctgctcgcctgtgttgccacctggattctgcgcgggacgtccttctgctacgtcccttcggccctcaatccagcgg

accttccttcccgcggcctgctgccggctctgcggcctcttccgcgtcttcgccttcgccctcagacgagtcggatctccctttgggccg

cctccccgcctg 

 

TRE3G promoter 

KOZAK sequence 

TurboRFP coding sequence 

IRES2 sequence 

TurboGFP coding sequence 

EF1 promoter 

KOZAK sequence 

Tet-On®3G coding sequence 

WPRE 
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Titre : Propriétés immunitaires des kératinocytes humains et de leurs précurseurs 

Mots clés : Immunologie, kératinocytes, cellules souches, HLA-G, PD-L1 

Résumé : La peau humaine protège le corps des 

infections et des blessures. Cela implique des 

cellules immunitaires et des cellules épithéliales, 

mais leurs interactions sont encore peu 

caractérisées. Mon travail montre que les 

kératinocytes inhibent la prolifération des 

lymphocytes T CD4 +, et ce même dans des 

conditions inflammatoires. Cela se fait par la 

sécrétion de facteurs solubles tels que le TGF-β ainsi 

que par l'expression à la surface cellulaire de points 

de contrôle immunitaires tels que HLA-G et PD-L1. 

À cet égard, je décris pour la première fois 

l'expression de la protéine HLA-G dans la peau 

humaine saine et son rôle dans 

l'immunomodulation tissulaire médiée par les 

kératinocytes. La surexpression de HLA-G avec un 

vecteur inductible augmente les propriétés 

immunomosuppressives des kératinocytes, ouvrant 

des perspectives pour leur utilisation en thérapie 

cellulaire dans des contextes allogéniques. Les 

cellules souches sont essentielles pour le maintien 

et le renouvellement des tissus, mais leur capacité 

à se protéger des réactions immunitaires n’est pas 

encore bien caractérisée. Mon travail montre que 

les précurseurs de kératinocytes de l'épiderme 

interfolliculaire sont capables d'inhiber la 

prolifération des lymphocytes T CD4 +. 

L’échapement immunitaire des précurseurs de 

kératinocytes peut être expliquée par une 

surexpression des points de contrôle immunitaires 

HLA-G et PD-L1. Étant donné que les cellules 

initiatrices du cancer ont les caractéristiques de 

cellules souches, ces résultats indiquent des 

perspectives pour étudier l’échapement 

immunitaire dans le cancer de la peau et les 

pathologies auto-immunes. 
 

 

Title : Immune properties of human keratinocytes and their precursors 

Keywords : Immunology, keratinocytes, stem cells, HLA-G, PD-L1 

Abstract : Human skin protects the body from 

infection and injury. It involves immune cells and 

epithelial cells, but their interactions remain to be 

explored. Here, we address this point showing that 

keratinocytes inhibit CD4+ T cell proliferation even 

under inflammatory conditions. This is done through 

secretion of soluble factors such as TGF-β as well as 

cell-surface expression of immune checkpoints such 

as HLA-G and PD-L1. In this regard, we describe for 

the first time the expression of HLA-G protein in 

healthy human skin and its role in tissue 

keratinocyte-driven immunomodulation. 

Overexpression of HLA-G with an inducible vector 

increases the immunomosupressive properties of  

keratinocytes, opening perspectives for their use 

in cell therapy in allogeneic settings.Stem cells are 

essential for the maintenance and renewal of 

tissues, but their ability to be protected from 

immune reactions remains unclear. Here, we show 

that keratinocyte precursors of the interfollicular 

epidermis are able to inhibit CD4+ T cell 

proliferation. The immune escape of keratinocyte 

precursors may be explained by an overexpression 

of HLA-G and PD-L1 immune checkpoints. Since 

cancer initiator cells have characteristics of stem 

cells, these results indicate prospects for 

investigating immune escape in skin cancer and 

autoimmune pathologies. 
 

 




