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€quilibre prolifération -

desquamation a la surface cutanée
L'épiderme est un épithélium pluristra-
tifié qui se met en place au cours de la
vie embryonnaire et qui s’autorenouvelle
tout au long de la vie. Ce renouvellement
continu, génétiquement programmé, est
assuré par les cellules souches présentes
dans la couche basale de I’épiderme [1].
La prolifération de ces cellules génere
de nouvelles cellules qui s’engagent
dans un processus de différenciation et
migrent dans les couches épineuse puis
granuleuse de I"épiderme. Les kératino-
cytes de la couche granuleuse possédent
des grains de kératohyaline dans leur
cytoplasme, qui contiennent des agré-
gats de protéines insolubles (Figure 1).
La zone de transition entre la couche
granuleuse et la couche cornée est une
région d’intenses activités enzymatiques
et de restructuration (perte du noyau
et d’organites cellulaires) menant a la
formation des cornéocytes. Ces cellules
sont entourées de lamelles lipidiques
hydrophobes organisées en multicou-
ches, I"’ensemble formant une structure
insoluble essentielle a I"imperméabilité
de I’épiderme. LU'agrégation des fila-
ments intermédiaires de kératines est a
I’origine de 'effondrement des kératino-
cytes sur eux-mémes et de la forme tres
aplatie des cornéocytes [2]. La couche
cornée, en contact avec l’environne-
ment, représente ainsi I’étape ultime
de la différenciation kératinocytaire
(Figure 1).
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L'exfoliation des cornéocytes a la surface
de I’épiderme, appelée desquamation,
implique la dégradation progressive de
la desmogléine-1, la desmocolline-1 et
la cornéodesmosine, protéines consti-
tutives des jonctions intercellulaires des
cornéocytes, les cornéodesmosomes. Ce
processus est rendu possible par I’action
de protéases spécifiques comme des
protéases a sérine (les kallikréines (KLK)
5,7, 8 et 14), des protéases a cystéine
(SCTP) et & aspartate (cathepsine D) qui
sont présentes dans la couche cornée
[3-8]. La régulation de la desquama-
tion est orchestrée par des variations
localisées de I'acidité du milieu extra-
cellulaire au sein de la couche cornée,
permettant une activation sélective des
différentes classes de protéases [9].
D’autres facteurs interviennent éga-
lement dans le contrdle de I'activité
protéasique, tels que I’hydratation de
la couche cornée, les lipides intercor-
néocytaires (sulfate de cholestérol) et

la présence d’inhibiteurs de protéases :

SLPI (secretory leukocyte protease inhi-
bitor) [10], SKALP (skin-derived anti-
leukoproteinase) [11], Cystatine M/€E
[12], LEKTI (lympho-epithelial Kazal
type related inhibitor) [13]. ensemble
de ces facteurs contribue a finement
réguler le processus de desquamation
afin que seuls les cornéocytes les plus
superficiels se désolidarisent de la cou-
che cornée. Chaque cornéocyte progres-
sivement éliminé est alors remplacé par
une nouvelle cellule. De cette fagon, un

équilibre s’établit entre la prolifération
de la couche basale et la desquama-
tion a la surface cutanée, permettant
de maintenir un nombre constant de
couches cellulaires dans I"épiderme.

A la surface du corps et en contact
direct avec I’environnement, I’épiderme
assure ainsi une fonction de barriere
protectrice essentielle pour I'organisme.
[l empéche la perte des fluides corporels
et s’oppose aux agressions physiques
et chimiques ainsi qu'a la pénétration
des agents pathogénes et des aller-
genes. Notre équipe s’intéresse parti-
culierement a la mise en place et a la
régulation de cette fonction barriere
de I’épiderme en étudiant la physio-
pathologie d’une maladie génétique
cutanée sévere de 'enfant, le syndrome
de Netherton (SN).

Le syndrome de Netherton

Le syndrome de Netherton (SN, OMIM
256500) est une maladie génétique
cutanée sévére transmise selon le mode
autosomique récessif [24]. On estime
I’incidence de cette maladie rare @ un
cas sur 100000 naissances. La triade
clinique classique du SN comprend:
(1) une érythrodermie desquamative
congénitale, qui associe une rougeur
intense et une exfoliation marquée de la
couche superficielle de I’épiderme, (2)
une dysplasie pilaire spécifique appelée
Trichorrhexis invaginata ou cheveu bam-
bou et (3) des manifestations atopiques
constantes et séveres comprenant des
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[ésions cutanées a type de dermatite
atopique, rhinite allergique (rhume des
foins), asthme allergique, urticaire et
allergies alimentaires (Figure 2) [14-
16]. Une ichtyose linéaire circonflexe
se développe chez un patient sur deux,
caractérisée par des plaques migratrices,
érythémateuses et squameuses a double
collerette périphérique. A ce tableau
clinique s’ajoutent des complications
fréquentes en période néonatale telle
qu’une déshydratation hypernatrémique,
des infections bactériennes récurrentes
et des septicémies, une hypothermie et
une perte de poids rapide, dont la cause
majeure est la perte de fonction barriére
de I’épiderme.

Uidentification du géne du SN a constitué
une étape primordiale pour comprendre
la physiopathologie de cette maladie
[17]. Le geéne SPINK5 (serine protease
inhibitor Kazal type 5) code un inhibiteur
de protéase de type Kazal, LEKTI (lym-
pho-epithelial Kazal type inhibitor). La
plupart des mutations décrites a ce jour
entrafnent la formation de codons stop
prématurés, conduisant a la perte d’ex-

\ Desmosomes

pression de LEKTI [18]. Dans I’épiderme,
LEKTI est spécifiquement exprimé dans
la couche granuleuse ou se déroulent
des étapes cruciales pour I’élaboration
de la barriére cutanée [19].

Afin de mieux comprendre le role phy-
siologique de LEKTI dans I"homéostasie
de I’épiderme, nous avons développé
des souris invalidées pour le gene Spink5
[20]. Les souris Spink5”~ meurent de
déshydratation quelques heures aprés la
naissance en raison d’un défaut sévere
de la barriére cutanée. Ces souris pré-
sentent des érosions cutanées super-
ficielles résultant d’une perte d’adhé-
rence de la couche cornée a I’épithélium
sous-jacent. L'absence de LEKTI chez
ces souris conduit a I’augmentation de
I'activité des protéases épidermiques
KLKS5, KLK7 ainsi que d’une troisiéme
protéase épidermique d’un poids molé-
culaire apparent de 28 kDa. Ces pro-
téases hyperactives dégradent de fagon
prématurée la desmogléine 1, fragilisant
les desmosomes et entrainant un défaut
de 'adhérence de la couche cornée a
I’épithélium sous-jacent.

M/S n° 8-9, vol. 26, aolit-septembre 2010

Figure 1. Schéma des deux derniéres couches
de I’épiderme. La derniere couche vivante de
I’épiderme, la couche granuleuse, est compo-
sée de kératinocytes aplatis qui renferment
des grains de kératohyaline ainsi que des corps
lamellaires. Ces derniers se déversent dans
espace extracellulaire, a Iinterface couche
granuleuse-couche cornée, libérant des enzy-
mes indispensables d’une part a la formation
des lamelles lipides assurant I'imperméabilité
de la peau, et d’autre part a la desquamation
des cornéocytes de la couche cornée. Cette
couche de I’épiderme en contact direct avec
I’environnement assure une fonction de bar-

riere protectrice essentielle de I’organisme.

€LA2 : une nouvelle

protéase de ’épiderme

A partir d’extraits épidermiques des sou-
ris Spink5~, nous avons purifié et iden-
tifié de facon univoque la protéase de
28 kDa comme étant I"élastase 2 (ELA2)
[21]. Jusqu’a ce jour, I’expression de
I’ELA2 n’avait jamais été rapportée dans
I’épiderme mais uniquement documen-
tée dans le pancréas. ELA2 est consti-
tutivement exprimée et active dans la
couche granuleuse de I’épiderme chez
I’lhomme et la souris. €n I'absence de
LEKTI, on observe une augmentation
de 'activité élastolytique dans cette
couche cellulaire. Cependant, ELA2 n’est
pas directement inhibée par LEKTI. Nous
avons mis en évidence un mécanisme de
contrdle indirect de I'activité de I"ELA2
par LEKTI. €n effet, LEKTI inhibe directe-
ment la KLK5 [9], cette derniére étant
capable d’activer la forme pro-€LA2
inactive en forme ELA2 active. Ainsi le
mode d’inhibition de I’ELA2 par LEKTI
est indirect et basé sur la régulation
de Iactivation de la pro-€LA2 via la
KLK5. De plus, la KLK5 et PELA2 sont

Figure 2. Manifestations cliniques du syndrome
de Netherton. A. érythrodermie ichtyosiforme
congénitale. B. Trichorrexis invaginata, che-
veux rares et cassants. C. Lésions cutanées

eczématiformes a type de dermatite atopique.



ELA/FLG

ELA/KLKS:

colocalisées dans le cytoplasme des  Des souris transgéniques
kératinocytes différenciés, ce qui est  pour comprendre le réle de I’ELA2
compatible avec une interaction directe  Afin d’étudier la contribution de I"ELA2
entre ces 2 protéases. dans le phénotype SN, nous avons généré
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Figure 3. Anomalies de la barriére cutanée des
souris Tg-Ela2. A. Les souris Tg-€la2 présentent
une desquamation intense quelques jours apres
leur naissance. B. Dans I’épiderme de souris
sauvage (WT) ou de témoin humain (sain), la
coloration au rouge de Nile permet de mettre
en évidence les lamelles lipidiques sous forme
de fines lignes jaunes paralléles. Dans les épi-
dermes dépourvus de LEKTI (knock-out [KO]
ou SN) et ceux de souris Tg-€la2 (Tg), des vési-
cules intra- et intercellulaires sont observées.
C. €n microscopie électronique, I’épiderme Tg-
€la2 révele une absence des grains de kérato-
hyaline. D. Uimmunodétection des différentes
formes de la filaggrine montre que la quantité
de pro-filaggrine ainsi que celle des inter-
médiaires de maturation de la filaggrine est
diminuée. €. Colocalisation de I’ELA2 avec la
filaggrine et la KLKS dans le cytoplasme de
kératinocytes humains différenciés. Les photos
de la colonne de droite (ELA/Flg et ELA/KLK5)
sont un agrandissement de la zone délimitée

par le carré en pointillés blancs.

un modeéle de souris transgénique pour la
forme murine de I’ELA2 (Tg-€la2), dans
lequel "expression du transgene est sous
le contrdle du promoteur de I'involucrine
(promoteur spécifique de la couche gra-
nuleuse de I’épiderme). L'étude de ces
souris nous a permis de découvrir le
role-clé de I’hyperactivité de I’€la2 dans
de nombreux aspects du phénotype SN
et en particulier dans la perte de fonc-
tion barriere de la peau. Quelques jours
apres la naissance, les souris Tg-€la?
présentent une desquamation excessive
caractérisée par la présence de fines
squames blanches (Figure 3A).

Des gouttelettes lipidiques

dans la couche cornée

La fonction de barriére cutanée repose
notamment sur une organisation spé-
cifique des lipides intercornéocytaires
en lamelles. Les lipides majoritaires
de la couche cornée sont les cérami-
des, les acides gras et le cholestérol,
en proportion équimolaire [22]. Cette
composition, qui differe profondément
de celle des membranes biologiques par
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I’absence de phospholipides, est la clé
de Porganisation des lipides intercor-
néocytaires en lamelles lipidiques. La
nature hydrophobe des lipides lamel-
laires permet de limiter le déplacement
des solutions aqueuses a travers la cou-
che cornée. Cette propriété est cruciale
pour lutter contre la déshydratation de
I’organisme et permet aussi de stopper
la pénétration de molécules exogénes
hydrophiles.

L'observation des lipides épidermiques
sur coupe de peau colorée au rouge
de Nile révele une absence de lamelles
lipidiques et la présence de vacuoles
lipidiques dans les épidermes de souris
Tg-€Ela2 ainsi que chez les patients SN
(Figure 3B). analyse lipidique de I’épi-
derme des souris transgéniques montre
une composition en céramides et en aci-
des gras libres anormale, incompatible
avec la formation de bicouches lipidi-
ques. Ainsi, 'ELA2 serait impliquée dans
différentes voies du métabolisme lipidi-
que assurant la formation de lamelles
intercornéocytaires indispensables a
I’établissement d’une barriere cutanée
efficace.

La filaggrine,

une cible privilégiée de I’ELA2

La filaggrine (Flg) est un acteur majeur
de la différenciation terminale des
kératinocytes et de la formation de la
barriere cutanée. La pro-Flg est une
phosphoprotéine extrémement insoluble,
qui constitue les grains de kératohya-
line de la couche granuleuse. Durant la
différenciation terminale, a I'interface
entre couche granuleuse et couche cor-
née, la pro-Flg (~ 400 kDa) est clivée en
plusieurs monomeres de filaggrine d’en-
viron 30 kDa chacun. La Flg participe a
I'agrégation des filaments de kératine
du cytosquelette permettant ainsi la
différenciation des cellules granuleuses
en cornéocytes. Les monomeres de Flg
sont ensuite entierement dégradés dans
les couches les plus superficielles de la
couche cornée pour produire un mélange
d’acides aminés hygroscopiques impor-
tants pour maintenir I’hydratation épi-
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dermique. La Flg est donc une protéine
essentielle a la formation de la barriere
cutanée [23].

Les patients SN présentent des anomalies
majeures de la différenciation terminale
de I’épiderme, des malformations pilai-
res et une dérégulation du processus de
la mise en place de la barriere cutanée.
La maturation de la Flg est également
anormale chez les patients SN, les grains
de kératohyaline sont absents. Ce défaut
est aussi observé dans I'épiderme des
souris Spink5~" et celui des souris Tg-
Ela2 (Figure 3C). lanalyse en Western
blot de I’épiderme Tg-€la2 révele des
anomalies de la maturation de la pro-Flg
en Flg qui sont corrélées avec la sévérité
de la perte de barriére cutanée (Figu-
re 3D). Nous avons montré par micros-
copie confocale que I’€la2 colocalise
parfaitement avec la Flg dans les grains
de kératohyaline (Figure 3€). Enfin, nous
avons démontré que I’ELA2 est capable
de dégrader toutes les formes de la Flg
in vitro, du précurseur au monomere.
Les élastases sont caractérisées par leur
capacité a dégrader des protéines tres
insolubles comme les fibres d’élastine.
Cette caractéristique conforte I’inte-
raction entre I’ELA2 et la Flg et identifie
cette protéase comme un nouvel acteur
de la maturation complexe de la Flg.
L’hyperactivité de I’€ELA2 contribue
ainsi, via la dégradation de la Flg et
la désorganisation des lipides inter-
cornéocytaires, au défaut de barriere
cutanée intrinséque (en dehors des
zones de décollement) des patients
SN. La caractérisation de I’ELA2 a ainsi
permis de révéler le role majeur de cette
nouvelle protéase épidermique dans le
maintien de ’homéostasie épidermique
via son rdle dans 'établissement de la
barriere cutanée. La sévérité clinique
du syndrome de Netherton et de ses
complications souligne I"importance
du controle de I'activité protéasique
pour le maintien d’une barriére cutanée
efficace. ¢

Elastase 2, a key player

in the integrity of the epidermal
barrier and in Netherton syndrome
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Les relations complexes
entre hémoglobinopathies

et paludisme

Dominique Labie

Protection contre le paludisme -
Données historiques

Les relations entre les hémoglobinopa-
thies - I’hémoglobine S (HbS) en par-
ticulier, responsable de la drépanocy-
tose - et le paludisme a Plasmodium
falciparum ont été évoquées de longue
date. Constatées par Beet dés 1949 [1]
en Rhodésie (actuel Zimbabwe), elles
ont permis de formuler I’hypothese d’un
polymorphisme équilibré (balanced poly-
morphism) basé sur la constatation,
malgré le déces précoce de la majorité
des drépanocytaires SS homozygotes,
d’une survie préférentielle des hétéro-
zygotes AS, qui acquierent un niveau de
protection atteignant 60-80 % contre les
complications séveres de la malaria [2].
Cet équilibre a pu étre présenté comme
I’exemple le plus typique de sélection
naturelle [3]. La quasi-identité de la
distribution géographique de I"HbS en
Afrique et de celle des zones d’impalu-
dation était un argument important en
faveur de cette hypotheése. Par la suite,
divers travaux ont cherché a déterminer
les causes moléculaires et cellulaires
de cette survie. La premiere explication
remonte a 1970 : Luzzatto constatait
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alors que la vitesse de falciformation
des globules rouges (GR) in vitro était
2 a 3 fois plus rapide pour les globules
rouges (GR) AS parasités, ce qui entrai-
nait la mort «suicidaire » du parasite
et la séquestration des GR au niveau de
la rate [4]. Le phénoméne fut ensuite
reproduit en montrant que le parasite
survit moins bien dans des cultures de GR
AS maintenus dans des conditions de p02
et de pH comparables a celles du sang
veineux [5]. In vivo, dans la circulation
veineuse profonde ot la p02 est basse,
les parasites sous forme de schizontes
forment a la surface des GR des protubé-
rances (knobs) qui adhérent aux parois
des microveinules, entrainant |a encore
I’élimination de la cellule parasitée.
On a aussi suggéré le role d’une perte
de potassium et de la déshydratation
cellulaire qui s’ensuit [6]. Toutes ces
données ont été parfaitement résumées
en 2008 par Weatherall, qui montrait de
plus qu'un processus de sélection natu-
relle analogue s’était exercé dans prati-
quement toutes les hémoglobinopathies
majeures, HbC, HbE, mais aussi dans les
o.- et B-thalassémies [7], ainsi que dans
d’autres pathologies du GR, enzymati-

22. Swartzendruber DC, Wertz PW, Kitko DJ, et al.
Molecular models of the intercellular lipid lamellae
in mammalian stratum corneum. J Invest Dermatol
1989;92: 251-7.

23. Sandilands A, Sutherland C, Irvine AD, et al. Filaggrin
in the frontline: role in skin barrier function and
disease. / Cell Sci 2009 ; 122 : 1285-94.

24. Descargues P, Deraison C, Bonnart C, Hovnanian A.
Syndrome de Netherton : un modele d’étude de la
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ques (déficit en glucose-6-phosphate
déshydrogénase G6PD) ou membranaires
(groupes sanguins, elliptocytose, ovalo-
cytose). Différentes études de popula-
tions ont depuis validé cette hypothese
malgré des variations qui seraient dues
a une distribution géographique inégale
des différents génotypes.

Réinfection
de ’anophele par I’héte humain

Sur le plan épidémiologique et clinique
le paludisme a P. falciparum représente
dans les pays d’Afrique subsaharienne
un fléau majeur; les acces palustres
se comptent par millions, et le nombre
de déces annuels, majoritairement des
enfants de moins de 5 ans, est de Iordre
du million. Le traitement par la chloro-
quine, 'usage du DDT, avaient nettement
amélioré ces résultats. Uextension pro-
gressive de formes du parasite résis-
tantes aux différentes thérapeutiques
est un probleme croissant d’année en
année, I’artémisine et ses dérivés restant
encore efficaces sur les formes graves
de paludisme (=).
La drépanocy-
tose est, dans les

(=») Voir la Nouvelle de
Vincent Segura, page 701
de ce numéro
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