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Contexte de la these

L’allergie retardée de contact, réaction inflammatoire cutanée d’origine immunitaire dirigée
contre une molécule chimique appelée sensibilisant de contact, est relativement répandue au
sein des maladies professionnelles des pays industrialisés et en ce sens, son impact socio-
économique est important. Ainsi, il est indispensable pour garantir la sécurité des
consommateurs et des travailleurs de pouvoir évaluer le potentiel sensibilisant de nouvelles
molécules. Actuellement, les toxicologues basent leur évaluation du risque sur des données
animales issues de tests réglementaires in vivo, tels que le test du « Local Lymph Node Assay »
(LLNA) realisé chez la souris, capable de prédire et quantifier le potentiel sensibilisant (extréme,
fort, modéré, faible) de molécules chimiques. Toutefois, le 7°™ amendement de la directive
cosmétique européenne, qui interdit & partir de 2013 l'utilisation des tests sur animaux pour
I'évaluation toxicologique d’ingrédients cosmétiques, rend urgent et impératif le développement
de tests alternatifs pour prédire le potentiel sensibilisant de molécules. A I'heure actuelle, un
certain nombre de tests in silico / in vitro, modélisant les événements précoces de l'allergie
retardée de contact sont développés. Ces tests simples comparativement a la complexité des
mécanismes immunologiques mis en jeu dans lallergie, ont montré leur efficacité pour la
détection des molécules sensibilisantes (détection du danger: sensibilisant versus non
sensibilisant). Certains d’entre eux sont aujourd’hui en pré-validation au Centre Européen de
Validation des Méthodes Alternatives (ECVAM) et sont utilisés chez L’Oréal en interne depuis
de nombreuses années, dans ['évaluation amont de la sensibilisation, en soutien au
développement de nouvelles molécules. Toutefois, la quantification du potentiel sensibilisant
reste encore limitée et certains parameétres actuellement manquants dans la batterie de tests
(pénétration, métabolisme, inflammation...) pourraient permettre une appréciation plus
quantitative de ce potentiel.

De par leur réactivité chimique, les sensibilisants de contact ont la capacité d’induire un « signal
de danger » déclenchant, au sein de la peau, une cascade d’événements conduisant a la
production de médiateurs inflammatoires. Ce signal est déterminant pour la maturation des
cellules dendritiques (DC) et la mise en place de la réponse immunitaire spécifique qui suit. Les
cytokines/chimiokines produites par la peau en réponse a des sensibilisants (IL-1p, IL-6, IL-8,
TNF-a) sont bien décrites (Enk and Katz, 1992). Par ailleurs, on sait que les médiateurs
lipidiques et notamment la prostaglandine E, (PGE,) jouent un réle déterminant dans la
maturation des DC (Harizi and Gualde, 2005) mais a I'heure actuelle, trés peu d’éléments sont

décrits concernant les effets des sensibilisants sur la production de prostaglandines.
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Ainsi, dans la perspective d’enrichir la batterie de tests in vitro déja existants avec des tests
mettant en jeu des marqueurs complémentaires, nous nous sommes intéressés a étudier
comment les sensibilisants modulent la production de médiateurs inflammatoires et notamment
les médiateurs lipidiques de type prostaglandines.

Au cours de cette thése, notre objectif a été de caractériser les mécanismes d’action des
sensibilisants de contact sur le métabolisme de l'acide arachidonique (AA) conduisant a la
production de prostaglandines. En paralléle de cette étude mécanistique, nous avons cherché a
évaluer, sur la base d’'une étude statistique, dans quelle mesure l'effet des sensibilisants sur la
production de PGE; corréle avec le potentiel sensibilisant des molécules et nous avons tenté de
préciser le positionnement de ce nouveau marqueur PGE, par rapport aux autres tests

actuellement utilisés pour la prédiction de I'allergie de contact.

La premiéere partie de ce mémoire est une revue bibliographique des différents éléments relatifs
a notre travail. Aprés une description de la peau, nous aborderons les principaux événements
cellulaires impliqués dans l'allergie de contact. Dans un deuxiéme temps, nous détaillerons les
voies de signalisation induites par les sensibilisants et la traduction de cette connaissance dans
les tests in silico/ in vitro en cours de développement. Enfin, nous présenterons le métabolite

lipidique PGE, avec un intérét particulier sur ses fonctions immunomodulatrices.

La seconde partie de ce mémoire est composée de travaux de recherche comprenant 1) une
caractérisation du modéle expérimental, 2) 'étude mécanistique de I'effet des sensibilisants sur
le métabolisme de l'acide arachidonique présenté sous la forme d'un article paru dans
« Toxicology and Applied Pharmacology » et de résultats complémentaires et 3) une analyse

statistique du test PGE, et sa mise en ceuvre dans un test de détection du potentiel sensibilisant.
Enfin, la derniére partie de cette thése présente une discussion des résultats obtenus et les

diverses perspectives de notre travail de recherche dans la construction d’'une batterie de tests

alternatifs a I'expérimentation animale pour I'industrie cosmétique.
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Partie | : L’allergie retardée de contact

. La peau, un organe de 'immunité

A) Organisation de |la peau

La peau est une barriere anatomique vivante, interface entre I'environnement extérieur et
'organisme. Elle constitue ainsi la premiére ligne de défense a de diverses agressions (UV,
pathogénes, xénobiotiques...).

La peau est constituée de nombreux types cellulaires différents, pourvus de fonctions
spécifiques et variées suivant leur localisation. Comme présenté dans la figure 1, elle est
organisée en trois couches principales (de I'extérieur vers l'intérieur : I'épiderme, le derme et
’hypoderme) traversées par des terminaisons nerveuses ainsi que par différents appendices,

tels que le follicule pileux ou la glande sébacée que nous ne détaillerons pas ici.

Epiderme [ Couche cornée

Jonction dermo-épidermique
Vaisseaux sanguins

Glande sébacée

Derme
Follicule pileux

Bulbe

Hypoderme Lobules graisseux

Figure 1 : Structure de la peau

- L’épiderme, composé de la couche cornée et de I'épiderme vivant, est la couche la plus
superficielle de la peau. Il s’agit d’un épithélium de revétement, stratifieé, pavimenteux
comportant principalement des kératinocytes (KC). Il assure une protection mécanique,
chimique (sueur et sébum) et physiologique contre les agressions physiques, comme
celles du soleil, chimiques ou infectieuses. On peut décomposer I'épiderme en quatre
couches distinctes (fig. 2) : la couche basale (stratum basale), au dessus de la jonction

dermo-épidermique, la couche épineuse (stratum spinosum), la couche granuleuse
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(stratum granulosum) et la couche cornée (stratum corneum). Les KC proliferent au niveau
de la couche basale, puis se différencient en progressant vers la couche cornée, tout en
synthétisant la kératine. Au niveau de la couche cornée, couche superficielle de I'épiderme,
les KC sont différenciés en cornéocytes, cellules plates sans noyau, attachées les unes aux
autres par les cornéodesmosomes. La cohésion et la souplesse de l'ensemble sont
renforcées par une couche imperméable de lipides (céramides, cholestérol, acides gras).
Au-dela des kératinocytes, I'épiderme est constitué de mélanocytes (responsables de la

pigmentation), des cellules de Merkel, exprimant des marqueurs de cellules nerveuses et

des cellules de Langerhans (LC), cellules de l'immunité dont les caractéristiques seront

détaillées ci-dessous.

- le derme, couche inférieure de la peau, correspond a un tissu conjonctif de soutien, dix a
quarante fois plus épais que I'épiderme (fig. 1). Il est séparé de I'épiderme par la jonction
dermo-épidermique. Il comprend des cellules entourées d’'une abondante matrice
extracellulaire, constituée de mucopolysaccharides, de fibres élastiques, de collagéne et
de réticuline. L’ensemble est richement vascularisé et innervé. Le derme est constitué de
plusieurs types de cellules résidentes : d’'une part les fibroblastes qui produisent le

collagéne et d’autre part, les cellules de l'immunité dont les cellules dendritiques

[composées des cellules dendritiques du derme (DDC) et des cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC)], les mastocytes, les macrophages, les lymphocytes T (LT), les
cellules NKT (Natural Killer T cells) ou encore les granulocytes (fig. 2). Le derme est

également le lieu de transit de LC migrant de I'épiderme pour rejoindre les vaisseaux

lymphatiques ainsi que des précurseurs de LC migrant vers I'épiderme.

- Thypoderme, la couche la plus profonde, joue un rble énergétique important. Il est
constitué d’'un réseau collagénique définissant des alvéoles renfermant des lobules
graisseux produits par des cellules appelées adipocytes. Par I'hypoderme arrive un

réseau vasculaire important (veineux, artériel et lymphatique) (fig. 1).
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Figure 2 : Anatomie de la peau et cellules effectrices (Nestle et al., 2009)

Les cellules spécialisées de I'épiderme comprennent les mélanocytes qui produisent la
mélanine et les cellules de Langerhans (LC). On trouve également quelques cellules T pour la
plupart des cellules T CD8" cytotoxiques. Le derme contient de nombreuses cellules
spécialisées : des sous-populations de cellules dendritiques (DC) incluant les cellules
dendritiques du derme (DDC) et les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) et des sous-
populations de cellules T incluant des T auxiliaires « helper » Thl, Th2 et Th17, des cellules T
v6 et des « natural killer » T (NKT). Au-dela, les macrophages et les fibroblastes sont présents.
Les vaisseaux lymphatiques et sanguins sont présents dans le derme.

B) Les acteurs immunitaires de la peau

De par sa composition, la peau constitue une barriere mécanique et immunologique efficace
contre les agressions extérieures telles que les rayonnements UV, les xénobiotiques (polluants,
allergénes) ainsi que les infections diverses (bactéries, parasites, virus, champignons). Le
systéme de défense immunitaire spécialisé de la peau regroupe des acteurs cellulaires
résidents (kératinocytes, cellules dendritiques, fibroblastes, mastocytes, macrophages, cellules
endothéliales) ou recrutés (lymphocytes/granulocytes) ainsi qu’une grande variété de
médiateurs inflammatoires solubles (cytokines, chimiokines). Par ses différents composants
cellulaires, matriciels et facteurs solubles, elle assure le maintien de 'homéostasie et la défense

de l'organisme contre les agressions extérieures. Dans la suite de ce chapitre nous détaillerons
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le r6le de certains acteurs cellulaires résidents : les kératinocytes, les cellules dendritiques et les

macrophages.

1) Les kératinocytes

Au-dela de leur réle dans la structure de la peau, les KC jouent un role central dans I'immunité
innée de ce tissu (Williams and Kupper, 1996). Tout d’abord les KC sont capables de produire
des protéines anti-microbiennes (cathélicidines et défensines), qui assurent une premiére ligne
de défense en agissant directement sur les pathogenes extérieurs. Ensuite, en tant que
principale source de cytokines de la peau, les KC assurent le recrutement et I'activation des
cellules hématopoiétiques (DC, neutrophiles...) en produisant un large panel de cytokines (IL-1,
TNF-a, IL-10, IL-6), chimiokines (IL-8, IP-10/CXCL-10, MCP-1/CCL-2, MIP-30/CCL-20, MIP-
10/CCL-3) et facteurs de croissance (GM-CSF, TGF-a, TGF-B) qui sont synthétisés de fagon
constitutive ou en réponse a des stimuli externes non spécifiques tels les rayons UV et les
substances chimiques, ou par des composants bactériens et viraux, reconnus par des
récepteurs spécifiques [par ex. les récepteurs de type toll (TLR)], voire par d’autres cellules
(cellules T, macrophages...).

Au-dela de ces médiateurs, lorsqu’ils sont stimulés par I'IlFN-y (interféron-y), les KC peuvent
exprimer le complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH-II) qui leur confére des
caractéristiques de cellules présentatrices d’antigénes (APC) et leur permet, en plus du CMH-|
constitutif, de présenter de maniére plus compléte des antigénes aux cellules T. D’autre part, la
molécule d’adhésion ICAM-1 (« Intercellular Adhesion Molecule-1 », CD54), leur permet
'adhésion des LT (Dustin et al, 1988) et des molécules de co-stimulation dont PD-L1
(« Programmed cell death 1 ligand 1 ») semblent impliquées dans l'induction de la tolérance
(Cao et al., 2003).

2) Les cellules dendritiques cutanées (DC)

Les DC, cellules sentinelles, sont définies pour leur capacité a 1) percevoir les signaux de
danger et capter antigénes de leur environnement (Gallucci and Matzinger, 2001), 2) appréter et
transporter ces antigénes vers les organes lymphoides secondaires 3) présenter les antigénes
aux LT naifs et stimuler ces derniers. Ainsi, les DC constituent un véritable lien entre les
systémes immunitaires inné et acquis en participant a I'élaboration d’'une réponse adaptative qui
se traduira soit par réponse immune tolérogene soit par une réponse immune effectrice
(Banchereau and Steinman, 1998). Pour ce faire, les DC possédent un ensemble de récepteurs

qui leur permettent d’analyser en permanence leur environnement [récepteurs de type PPR
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(« Pattern recognition Receptor») tels les TLR, lectines de type C : CD207, DEC-205 (CD205),
CD206, DC-SIGN (CD209)], de migrer en réponse a des chimiokines (CCR6, CCR7...) et en
tant qu’APC elles expriment les molécules de CMH et notamment le CMH-II fortement induit au
cours de leur activation. Il existe différentes populations de DC dont les deux pricipales qui se
distinguent par leur localisation sont les cellules de Langerhans (LC) de I'épiderme et les
cellules dendritiques du derme (DDC).

Les LC sont situées en position suprabasale de I'épiderme. Leur corps cellulaire de forme
étoilée se prolonge par de longues dendrites qui leur permettent d’étre en contact entre elles,
d’entourer les KC et de capturer les corps étrangers qui auraient franchi la barriére cutanée
(stratum corneum). Les LC humaines sont caractérisées par I'expression d’'une lectine de type C,
la Langerin (CD207) et par une forte expression de surface des molécules CD1a, CD1c et
CD11c ainsi que par la présence de granules de Birbeck. Ces granules formés a partir
d’'invagination de la membrane cytoplasmique semblent étre impliqués dans le transport
intracellulaire et 'apprétement des antigénes internalisés (Stossel et al., 1990).

Les DDC constituent une population hétérogéne : chez 'homme I'expression de la lectine DC-
SIGN/CD209 distingue les DC des autres populations du derme (Geijtenbeek et al., 2000;
Turville et al., 2002). Chez la souris on distingue 5 sous-populations de DDC selon certains

criteres phénotypiques (Henri et al., 2010).

3) Les macrophages

Les macrophages résidents dans le derme dérivent de monocytes du sang. Une fois fixés dans
les tissus, les macrophages revétent des aspects cytologiques et des fonctions distinctes de
celles des monocytes. Les monocytes/macrophages, issus de précurseurs myéloides,
représentent une famille hétérogéne par leur morphologie et leur localisation, assurant des
fonctions de phagocytose (élimination des microorganismes, cellules apoptotiques, complexes
immuns, débris cellulaires...) et de présentation de 'antigéne. Les macrophages expriment des
marqueurs spécifiques (CD68, CD11b, CD14) et en tant qu’APC ils expriment également le
CMH-II. lls synthétisent un trés grand nombre d’enzymes dont la peroxydase et I'’hydrolase,
expriment plusieurs classes de TLR et sont capables de sécréter diverses cytokines
inflammatoires. Les macrophages dermiques sont des acteurs essentiels des processus
inflammatoires : dans les maladies inflammatoires cutanées comme le psoriasis, les
macrophages sont présents en grand nombre dans la peau (van den Oord and de Wolf-Peeters,

1994). Par ailleurs, ils interviennent aussi dans les phénomeénes de réparation et de cicatrisation.
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C) La peau, premiére ligne de défense vis-a-vis des signaux de danger

Ainsi lors d’'une agression extérieure comme une blessure, une infection ou une exposition a des
xénobiotiques, différents niveaux de défense sont mobilisés : la couche cornée constitue la
premiére barriere. Lorsque celle-ci est traversée et/ou altérée, les cellules et médiateurs de
limmunité innée sont mobilisés pour assurer une reconnaissance rapide des signaux de danger
et les éliminer. Lorsque ce deuxiéme niveau est dépassé, une réponse inflammatoire est alors
mise en place par les cellules résidentes de I'épiderme et du derme, induisant le recrutement de
cellules immunitaires circulantes (monocytes, leucocytes...). Enfin dans certains cas, le systéme
immunitaire adaptatif mémoire est activé par les DC, qui en tant qu’interface entre les deux
systémes inné et acquis ont la capacité dorienter la réponse immunitaire. Lorsque les
interactions entre le systéme immunitaire inné et acquis sont appropriées cela conduit a une
reconnaissance et une élimination efficace des pathogénes. Toutefois, dans certains cas les
interactions entre les deux systémes conduisent a des réponses immunologiques exacerbées

comme dans les cas d’allergie ou d’auto-immunité.

Ainsi, dans la suite de ce chapitre nous allons développer le cas de I'allergie de contact (ACD).
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Il. Allergie retardée de contact : épidémiologie et mécanismes

A) Description générale et épidémiologie

L’allergie de contact [« Allergic contact dermatitis » (ACD)], allergie de type IV, encore appelée
hypersensibilité retardée de contact (HSRC) est une pathologie inflammatoire de la peau,
relativement répandue dans les pays industrialisés notamment parmi les maladies
professionnelles, et en ce sens, son impact socio-économique est important. Elle est
caractérisée cliniquement par un eczéma de contact résultant de l'application sur la peau de
molécules chimiques sensibilisantes. Contrairement aux phénoménes d’irritation, qui sont
'expression des effets toxiques et pro-inflammatoires de xénobiotiques, 'ACD est une réaction
immunologique a médiation cellulaire, engendrée par une réponse spécifique mémoire dirigée
contre la molécule donnée. Cette réaction, causée par des molécules chimiques de faible poids
moléculaire, plutdt lipophiles, fortement réactives, appelées hapténes, se déroule en deux
temps : la premiére phase, dite de sensibilisation est asymptomatique et aboutit a la génération
de cellules mémoires, spécifiques du sensibilisant. Lors des contacts suivants avec le
sensibilisant, la deuxiéme étape, appelée élicitation/révélation, conduit a I'apparition de I'eczéma
de contact survenant entre 6 et 96 heures aprés I'exposition a la molécule.

En Europe, environ 20% de la population générale souffre d’ACD a au moins un sensibilisant de
contact. Parmi les causes les plus communes d’ACD, on trouve I'exposition au nickel, aux
parfums, aux conservateurs, aux colorants capillaires et aux antibiotiques appliqués
topiquement. Plus de 4000 molécules sont connues pour étre des sensibilisants de contact.
L’ACD compte parmi les premiéres maladies professionnelles dans de nombreux pays avec un
taux d’incidence annuelle de 0.5-1.9%. (Diepgen and Coenraads, 1999; Diepgen et al., 2003).
Dans le domaine professionnel on peut citer comme exemple de substances sensibilisantes
certains composants des ciments, les amines aromatiques, le formaldéhyde, les amines
aliphatiques ou encore les résines époxy. Les professions les plus touchées sont les
métallurgistes, les coiffeurs, les agents d’entretien ou encore le milieu médical. L’allergie la plus
fréquente dans la population générale est I'allergie au nickel, métal répandu dans la vie courante
(bijoux fantaisie, boucles de ceinture...). La sensibilisation au nickel est observée chez 10 a
25% de la population générale suivant les pays, selon I'exposition de la population a cette
molécule.

Il apparait qu’'un hapténe donné ne va pas sensibiliser tous les individus de la méme maniére, ni

dés la premiére exposition et, entre les individus, pour un méme hapténe les manifestations
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cliniques peuvent présenter des intensités diverses. Un certain nombre de facteurs peuvent
expliquer ces différences (altération de la barriére cutanée, exposition, facteur génétique au
niveau des enzymes du métabolisme des xénobiotiques...) (Peiser et al., 2011). Ainsi, par
exemple, il existe une plus forte prévalence d’ACD chez des patients atteints d’ulcéres
variqueux dont la fonction barriére au niveau des lésions est altérée, ce qui amplifie I'exposition
aux différents hapténes contenus dans les traitements topiques (conservateurs, antibiotiques...)
(Machet et al., 2004).

Il existe également des différences de force entre les différents hapténes : le DNCB (1-chloro-
2,4-dinitrobenzéne), par exemple, est connu pour sensibiliser dés la premiéere application 100%
des individus alors que l'on sait que dans le cas du nickel, malgré une forte exposition,
seulement 10-20% des individus sont sensibilisés et le plus souvent seulement aprés plusieurs

contacts.

B) Manifestation clinique

Cliniguement, I'eczéma de contact se présente sous forme d’érytheme et d’cedéme de
I'épiderme avec des lésions prurigineuses. Ces |ésions, initialement localisées au niveau du site
de contact du sensibilisant (Krasteva et al., 1999) sont difficilement différenciables des Iésions
provoquées par une molécule irritante. Néanmoins contrairement a la dermatite d'irritation,
'ACD est souvent accompagnée d’un important prurit. Dans sa phase aigué, des papules,
vésicules et suintements peuvent apparaitre. Dans le cas d’'un eczéma chronique, la peau
devient fissurée, lichénifiée et pigmentée (Saint-Mezard et al., 2004). Sur le plan histologique,
'événement le plus commun de la phase aigué de I'eczéma de contact est la spongiose
épidermique, qui résulte d’'un cedéme intracellulaire. Des vésicules se forment pouvant rompre
la surface épidermique, les vaisseaux papillaires du derme sont dilatés, entourés d’infiltrats
lympho-monocytaires, constitués essentiellement de lymphocytes, de macrophages et de
polynucléaires éosinophiles et neutrophiles (Komura et al., 1980). Quelques jours aprés
l'application de I'hapténe, les vésicules intercellulaires se rompent, provoquant un suintement
épidermique. Aprés plusieurs jours, les KC sont vacuolisés, présentent des noyaux pycnotiques

et leur différenciation altérée aboutit a la formation des squames.
Aprés cette introduction générale sur 'ACD, nous allons dans la suite de cette partie décrire les

mécanismes cellulaires impliqués dans son développement en partant de la molécule

sensibilisante, I'hapténe.
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C) L’hapténe

1) Les caractéristiques physico-chimiques générales des hapténes

Les hapténes sont des molécules de faible poids moléculaire (<1000 Da), suffisamment
lipophiles pour étre capables de pénétrer la couche cornée de la peau, mais trop petites pour
étre immunogénes par elles-mémes. De par leur réactivité chimique (électrophilie), elles
réagissent avec des résidus nucléophiles des protéines de la peau et les modifient (Landsteiner
and Jacobs, 1935). Le complexe antigénique ainsi formé (complexe hapténe-protéine) est a
l'origine du phénoméne de sensibilisation puisqu’il est alors pris en charge par les APC et

présenté, en tant que peptide du soi modifié, aux cellules T engendrant une réponse immunitaire.
2) Le concept de pro-hapténe et de pré-hapténe

Dans la plupart des cas les sensibilisants de contact possédent un caractére intrinséque
électrophile marqué et sont appelés les hapténes vrais. Cependant de nombreuses molécules
ne contiennent pas cette fonction chimique réactive mais I'acquiérent lors des processus de
transformation. Selon que le processus nécessite ou non la contribution d'un systéme
métabolique ces composés sont qualifiés de pro ou de pré-hapténes.

Dans le cas des pro-hapténes, les processus de détoxification cutanée, impliquant les
isoenzymes cytochrome P450, les époxydes hydrolases, les transférases, les réductases ou les
peroxydases peuvent dans certains cas étre responsables de la formation de nouvelles espéces
chimiques trés réactives. La molécule qui était au départ non sensibilisante devient alors un
hapténe vrai, donc sensibilisante. C'est le cas de l'alcool cinnamique, utilisé en parfumerie qui
n‘est pas un sensibilisant mais dont le produit d'oxydation, l'aldéhyde cinnamique

(cinnamaldéhyde), contient une fonction aldéhyde réactive, sensibilisante (fig. 3).

Oxydati \ \ i
S xydation =
©/\/\OH enzymatique O
———
Alcool cinnamigue Aldéhyde cinnamique
non sensibilisant sensibilisant

Figure 3 : Oxydation de I'alcool cinnamique en aldéhyde cinnamique
Les fleches indiquent les positions réactives.
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Le terme de pré-hapténe, introduit par Lepoittevin (2006), désigne des molécules initialement
non réactives vis-a-vis des protéines et qui n'ont pas besoin d’étre prises en charge par un
systéme métabolique pour devenir des hapténes vrais (Lepoittevin, 2006). A titre d’exemple
simple, de nombreux terpénes non sensibilisants comme le d-limonéne, présents dans les
agrumes, peuvent donner des hydroperoxydes sensibilisants aprés oxydation par 'air (Karlberg
et al.,, 1994). Un autre exemple plus complexe est le cas de la para-phénylénediamine (PPD),
utilisée dans la composition de colorants comme les teintures capillaires, les colorants pour
textiles et les colorants incorporés dans les caoutchoucs, qui est rapidement oxydée a lair

favorisant la formation d’'un ensemble de molécules réactives (fig. 4).
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Figure 4 : Produits d’oxydation de la para-phénylénediamine
Les fleches indiquent les positions réactives

3) Réactivité des hapténes

La formation du complexe hapténe-protéine implique la création de liaisons plus ou moins fortes
mettant en ceuvre des liaisons covalentes ou des liaisons de coordination (Bal et al., 1995;
Divkovic et al., 2005).

a) Liaisons covalentes

L’étude chimique dun grand nombre de sensibilisants de référence [DNFB (2,4-
dinitrofluorobenzéne); DNCB (1-chloro-2,4-dinitrobenzéne); HCA (Héxyl cinnamaldéhyde)...]
indique que dans la grande majorité des cas, une liaison covalente se forme entre I'hapténe et la
protéine, selon un mécanisme classique a deux électrons du type nucléophile-électrophile. De

nombreux acides aminés constituant les protéines possédent sur leurs chaines latérales des
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groupes nucléophiles riches en électrons, susceptibles d’interagir avec les hapténes. Les plus
couramment cités sont la lysine (Lys) et la cystéine (Cys), mais I'histidine, la méthionine, la
tyrosine, le tryptophane ou l'arginine, possédant tous des hétéroatomes nucléophiles, peuvent
également étre impliqués dans ce type de réaction. Le tableau 1 synthétise les principales
fonctions chimiques électrophiles des molécules sensibilisantes, le mécanisme de réaction avec
les fonctions nucléophiles des protéines et les différents adduits susceptibles de se former. Ainsi,
les principales réactions impliquées dans la formation de liaisons covalentes entre les hapténes
et les résidus protéiques peuvent étre classées en 3 groupes :

- les réactions de substitution nucléophile sur un centre saturé (dérivés halogénés, époxydes) ou
insaturé (dérivés halogénés aromatiques, esters) (Divkovic et al., 2005).

- les réactions d’addition sur une fonction carbonyle ou réaction de condensation (dérivés
carbonylés) (Tracey and Shuker, 1997).

- les réactions d’addition nucléophile de type Michael 1, 4 (systéme aq, B, insaturés).
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Tableau 1: Fonctions chimiques électrophiles () des hapténes, mécanismes de réaction associés en

présence d’un nucléophile (Nu) et adduits formés.

Légende : Les fleches indiquent les centres nucléophiles ; Nu : résidus nucléophiles d’acides aminés.

Sites réactifs électrophiles Mécanismes de réaction Adduits formés
1 Substitution nucléophile sur
R7X x= ¢, Br, ) . R Nu
un centre saturé
Dérivé halogéné
~ NO, Nu
Substitution nucléophile NO,
aromatique
NO. -
2 (X=Cl,Br,1) N
Dérivé halogéné aromatique
AP
gﬁg Substitution nucléophile sur s LY
un centre saturé Y
Epoxyde
0
Ester: R'=OR” Substitution nucléophile sur R)LN
u
Amide : R"= NHR" un centre insaturé
0
RJtL R
Aldéhyde : R =H N o HO, Nu
Addition nucléophile
Cétone : R’ = alkyle, aryle R” R
Q
o}
RJ]}‘ .
SN Addition nucléophile R
. "i Nu
Systémes carbonyle o, -insaturés de type Michael
[‘Bé/o Substitut léophil N
ubstitution nucléophile sur u
x g LI ¢
(X=0, NH) un centre insaturé e}
Lactone, lactame

Récemment, il a également été montré que des liaisons covalentes peuvent étre formées par

des réactions via la génération de radicaux libres (Karlberg et al., 2008).

b) Liaisons de coordination

Les liaisons de coordination sont souvent associées aux allergies aux sels de métaux (Ni, Cr,
Co, etc...). Ces métaux forment des liaisons de coordination suffisamment stables pour étre
reconnues par le systéme immunitaire (Thierse et al., 2005). Le nickel posséde en effet six sites
de coordination dont trois sont connus pour former un pont entre le récepteur spécifique des

celules T (TCR) et les molécules de CMH des DC.
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Ainsi nous venons de décrire les différents mécanismes physico-chimiques conduisant a la
formation d’'un complexe hapténe-protéine antigénique. Nous allons ensuite détailler les

principaux mécanismes de 'ACD.

D) Les mécanismes cellulaires de I'allergie retardée de contact

Comme décrit précédemment (II.A), la réaction d’allergie de contact est une réaction biphasique
(Enk and Katz, 1992; Krasteva et al., 1999): une premiére phase de sensibilisation suivie d’'une
phase d’élicitation appelée aussi révélation. Nous allons ici décrire les grands événements
cellulaires impliqués dans chacune des phases pour ensuite développer la partie résolution
cellulaire de l'allergie de contact.

L’ensemble de ces événements sont schématisés dans la figure de synthése (fig. 5) a laquelle
nous nous référerons a chacune des étapes. Dans I'ensemble de ce chapitre le terme de DC
sera utilisé de fagon générique pour définir aussi bien les LC que les DDC. Nous n’aborderons
en effet pas précisément la question du réle respectif de chacune de ces sous-populations de
DC dans 'ACD.
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Figure 5 : Représentation schématique de la physiopathologie de I'HSRC. (Vocanson et al., 2009)

A) Phase de sensibilisation :

1) U’haptene pénétre dans la peau, modifie les protéines induisant I'activation des cellules de I'immunité innée conduisant notamment a la production de
médiateurs inflammatoires (IL-18, IL-1B, TNF-a, PGE,, ATP, ROS, histamine, LTB,) par les cellules résidentes cutanées.

2) Recrutement rapide de leucocytes des vaisseaux dont des monocytes CCR2" qui vont se différencier en DC

3) Activation/maturation/migration des DC hapténisées (résidentes dermiques et épidermiques, recrutées par précurseurs de DC) vers le ganglion lymphatique
accompagnés de changement phénotypiques [molécules d’adhésion (augmentation CD54, diminution E-cadhérine), molécules de co-stimulation (induction
CD86, CD80, CD83), augmentation CMH-II, récepteurs aux chimiokines (diminution CCR6, augmentation CCR7), induction MMP-2/9...

4) Dans le ganglion, activation par les DC matures de cellultes T CD4" et CD8" spécifiques de I'hapténe (produisant IFN-y et/ou IL-17). Les LT se différencient et
proliferent pour former des LT mémaoires.

5) Contrdle de I'activation des LT CD8" par les Treg (CD4", CD25")

6) Migration des LT CD8" et des CD4" du ganglion vers le sang et recirculation des LT spécifiques de I'hapténe.

B) Phase d’élicitation :

7) Une nouvelle exposition de I'hapténe est suivie de I'hapténisation des protéines de la peau et de I'activation des cellules de I'immunité innée avec la méme
séquence d’événements que décrits plus haut, production de médiateurs inflammatoires (IL-18, IL1B3, TNF-a, PGE,, ATP, histamine) par les cellules résidentes
cutanées et des chimiokines CCL2, CCL5, CCL20

8) Recrutement de leucocytes du sang dont les LT mémoires spécifiques de I’hapténe des 6-12h

9) Activation des LT CD8" spécifiques de I’hapténe (produisant IFN-y, IL-17 et TNF-a) par cellules de la peau présentant I'hapténe via le CMH |

10) Les LT induisent I'apoptose des kératinocytes via les activités cytotoxiques Fas/FasL et perforine/granzyme

11) Libération de nouveaux médiateurs inflammatoires (CXCL9, CXCL-10) par cellules résidentes, en particulier les mastocytes (TNF-a, IL-8) ce qui induit une
seconde vague de leucocytes, neutrophiles, NK cell et Treg (notamment via CXCR3) qui amplifient la réponse inflammatoire

12) Apparition de I’eczéma de contact (24-48h)

C) Phase de résolution :
13) Résolution progressive des Iésions eczémateuses suite a I'intervention de LT CD4" régulateurs (Trl produisant de I'lL-10 ou Treg CD4* CD25" FoxP3")
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1) Phase de sensibilisation

Lorsque 'hapténe pénétre par son cété lipophile dans les couches superficielles de I'épiderme, il
réagit avec des protéines pour former un complexe hapténe-protéine internalisé par les cellules
dendritiques. Au contact de I'hapténe avec la peau, les DC sont activées et subissent un certain
nombre de modifications morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles, conduisant a leur
maturation ainsi qu’a leur migration. L’ensemble de ces événements fortement liés les uns aux
autres, se déroulent en paralléle et sont appelés événements pré-immuns.

Une fois arrivé dans la zone paracorticoide des ganglions lymphatiques, I'’hapténe est présenté
via les molécules du CMH-I et Il aux LT naifs (Weltzien et al., 1996), conduisant a la prolifération
de cellules T CD4" et CD8" mémoires spécifiques de I'hapténe (Xu et al, 1996). Les
lymphocytes ainsi activés émigrent du ganglion lymphatique via les vaisseaux sanguins et
circulent entre la peau et les organes lymphoides. Cette phase de sensibilisation dure de 10 a
15 jours chez 'homme et entre 5 et 7 jours chez la souris mais reste silencieuse sur le plan
clinique. L’ensemble des grandes étapes de la phase de sensibilisation sont détaillées ci-

dessous.

a) Evénements pré-immuns

(i) Apprétement de I’hapténe et maturation des cellules dendritiques

Au contact avec les cellules de I'épiderme, I'hapténe va modifier des protéines qui deviennent
potentiellement immunogénes et sont internalisées par les DC comme tout autre antigéne
d’origine virale ou pathogéne.

Les DC immatures disposent en effet de tout un équipement leur permettant de percevoir et de
capturer efficacement les antigénes. L'internalisation est réalisée via différents mécanismes : la
macropinocytose (capture et ingestion de gouttelettes de liquide extracellulaire) et la
phagocytose (capture et ingestion de particules solides) peu spécifiques ainsi que I'endocytose
faisant intervenir des récepteurs membranaires tels que les lectines de type C (CD206,
CD207/langerine, CD205/DEC205, CD209/DC-SIGN, dectine-1) ou les récepteurs
« scavenger » (CD36) (Jiang et al., 1995; Valladeau et al., 2000). Les DC possédent également
une machinerie enzymatique (endosomes, lysosomes, transporteurs...) qui leur permet de
dégrader les antigénes capturés en fragments de quelques dizaines d’acides aminés (peptides

antigéniques).
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Suivant que la modification par 'hapténe concerne une protéine extra ou intracellulaire, les
mécanismes de prise en charge et d’apprétement de ce dernier par les DC différent.
Classiquement, les protéines endogénes de la cellule présentes au niveau du cytosol
empruntent la voie de présentation du CMH-I, alors que les protéines pénétrant par endocytose
ou phagocytose rejoignent la voie de présentation du CMH-II. Toutefois, dans certains cas les
DC présentent des antigénes exogénes via les molécules de CMH-I, phénoméne que I'on
appelle présentation croisée ou « cross presentation ».

De par leurs propriétés physico-chimiques (lipophilie) les sensibilisants peuvent modifier a la fois
des protéines extra et intracellulaires et peuvent donc étre présentés par les deux types de CMH.
De plus, dans certains cas, les hapténes peuvent se lier directement au complexe peptide-CMH
présent en surface des DC, sans passer par le systéeme d’apprétement des cellules. C’est le cas
des métaux qui entreprennent des liaisons de coordination entre le TCR et la molécule de CMH
(Romagnoli et al., 1991), de certains médicaments qui interagissent avec le TCR de maniére
pharmacologique (concept du « p-i » « Pharmacological interaction with Immune receptor »)
(Pichler, 2002) ou enfin du DNCB qui réagit de maniére covalente directement avec le peptide
présenté par une molécule du CMH (Pickard et al., 2007). A I'heure actuelle la proportion de ces

cas de figure reste peu décrite.

Au-deld de la modification de protéine, 'hapténe par lui-méme ou via la génération de
médiateurs, induit au sein de la peau un signal de danger conduisant a la maturation des DC.
Les mécanismes d’action induits par ces signaux de danger seront détaillés dans la partie Il de

I'introduction.

Au cours de ce processus de maturation, les DC évoluent du statut de cellules immatures
capables de capturer I'antigéne en cellules matures présentatrices professionnelles, capables
de présenter l'antigéne aux cellules T. En effet, les cellules une fois activées perdent leur
capacité a internaliser et appréter des antigénes exogénes via la diminution de I'expression des
récepteurs d’endocytose. Les granules de Birbeck des LC disparaissent et la machinerie
intracellulaire contrélant la macropinocytose et la phagocytose est bloquée (Garrett et al., 2000).
En revanche, les molécules du CMH-II sont fortement surexprimées (Girolomoni et al., 1990;
Becker et al., 1992) et celles du CMH-I, déja exprimées en basal, sont augmentées de fagon
plus modérée (Bouloc et al., 1998). De plus, une série de molécules membranaires d’adhésion
comme CD54 (ICAM-1) et CD58 (LFA-3, « Lymphocytes function associated antigen 3 »)
(Moulon et al., 1993) ainsi que des molécules de co-stimulation telles CD40, CD80, CD83 et
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CD86, essentielles au niveau de la synapse avec les cellules T, sont induites (Reiser and
Schneeberger, 1996; Aiba et al., 1997; Banchereau and Steinman, 1998; Coutant et al., 1999;
Stoitzner et al., 2003; Sallusto and Mackay, 2004).

Lors de leur maturation en réponse a des sensibilisants les DC produisent également de
nombreuses cytokines et chimiokines telles IL-13, TNF-q, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, MIP-2 et IP-10
(Enk and Katz, 1992) leur permettant d’attirer les LT et de polariser la réponse T. Le profil des
cytokines produites par les DC dans les ganglions drainants est en effet déterminant pour
l'orientation de la réponse immunitaire (détaillé dans le paragraphe suivant). En particulier, une
production d’'IL-12 au niveau des ganglions, suite a I'application d’'un sensibilisant de contact a
pu étre mise en évidence (Dearman et al., 1999; Warbrick et al., 1999) et récemment Martin et
collaborateurs (2008) ont montré deux mécanismes possibles d’'induction de 'HSRC : une voie
de signalisation dépendante de I'lL-12 et une autre indépendante, passant par les TLR 2/4
(Martin et al., 2008).

(ii) Migration des cellules dendritiques

Au contact de I'hapténe et en réponse aux signaux de danger percus, les DC quittent la peau et
migrent vers le paracortex des ganglions lymphatiques proximaux, via les canaux lymphatiques
afférents. Des études de migration des DC suite a l'application d’un hapténe naturellement
fluorescent, le FITC (isothiocyanate fluorescéine), montrent que 12 a 48 heures aprés des DC
fluorescentes sont observées dans les ganglions drainants (Macatonia et al., 1986; Macatonia et
al., 1987; Kripke et al., 1990) et se positionnent au niveau de la zone paracorticale, riche en LT.
Les LT naifs présents dans le sang circulent en permanence au niveau de cette zone
ganglionnaire. Les DDC migrent plus rapidement vers les ganglions drainants que les LC de
'épiderme, respectivement un a deux jours et quatre jours apres I'application de I'hapténe
(Kamath et al., 2002; Kissenpfennig et al., 2005), suggérant un réle important des DC dermiques
dans la sensibilisation.

La migration des DC s’effectue en réponse a des signaux de danger impliquant des cytokines
telles que IL-1q, IL-1B, TNF-q, IL-18, GM-CSF, IL-6, IL-8, IL-10, MIP-2 et IP-10 induites dans la
peau au contact de I'hapténe (Cumberbatch and Kimber, 1992; Enk and Katz, 1992; Kondo et
al., 1994; Mohamadzadeh et al.,, 1994; Cumberbatch et al., 1997; Cumberbatch et al., 2003).
Plusieurs molécules d’adhésion, de métalloprotéases et de récepteurs aux chimiokines modulés
par ces cytokines sont impliqués dans la migration des DC activées.

Dans un premier temps, I'expression de la molécule d’interaction KC-DC, I'E-cadhérine (E-cad),

est fortement diminuée chez les LC suite a l'application sur la peau de sensibilisants
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(Schwarzenberger and Udey, 1996), ce qui permet aux LC de se détacher des KC et de quitter
'épiderme; de plus, les LC ne sont plus retenues dans I'épiderme puisque I'expression a la
surface des LC de CCR1, CCR2, CCR5 et CCR®, récepteurs des chimiokines CCL3, CCL4 et
CCL20 produites par la peau est fortement diminuée (Dieu et al., 1998). Parallélement, de
nouvelles molécules d’adhésion permettant aux DC de se fixer a la matrice extracellulaire et aux
cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques sont induites. Par exemple, I'expression
d'ICAM-1/CD54 a la surface des DC semble essentielle a leur migration puisque des souris
ICAM-1"" présentent une réponse d’HSRC au DNFB beaucoup plus faible que des souris
sauvages (Sligh et al., 1993). Pour pouvoir gagner le derme, les LC doivent ensuite franchir la
jonction dermo-épidemrique. La production par les LC de métalloprotéases (MMP) et
notamment des MMP-2 et 9, qui dégradent les composants de la matrice extracellulaire comme
le collagéne IV, permettent aux LC de traverser la lame basale et le derme (Ratzinger et al.,
2002). Le réle des MMP dans 'HSRC a été mis en évidence chez des souris déficientes pour
MMP-9, pour lesquelles la migration des DC en réponse a divers sensibilisants (oxazolone,
rhodamine B, DNFB) est fortement diminuée (Kobayashi et al., 1999; Ratzinger et al., 2002).

Au niveau du derme, I'expression de CCR7 est induite (Geissmann et al., 2002; Boisleve et al.,
2004) et les DC répondent alors aux chimiokines CCL19 et CCL21, respectivement exprimées
par les cellules endothéliales du derme et les cellules stromales des zones T (Gunn et al., 1998).
Le couple récepteur/ligand CCR-7/CCL21 joue un réle important dans la réaction d’HSRC
puisqu’il a été montré que l'administration d’'un anticorps anti-CCL21 au moment de la
sensibilisation de souris au DNFB inhibe la réaction dHSRC (Engeman et al., 2000) et que
d’autre part des souris CCR7” ne déclenchent pas de réaction ’HSRC en réponse au FITC
(Forster et al., 1999).

Par ailleurs, plusieurs études ont montré limplication de médiateurs lipidiques comme le
leucotriene C, et la PGE, dans la migration des DC, en mettant en évidence que lorsque leur
sécrétion par les protéines transmembranaires MRD1 (« Multidrug Resistance protein 1 ») et
MRP1/4 (« Multidrug Resistance related Protein1/4 ») est bloquée, la migration des DC est
inhibée (Randolph, 2001; van de Ven et al., 2008).

b) Activation des cellules T mémoires spécifiques de I’hapténe

Une fois parvenues au ganglion lymphatique, les DC matures ont la capacité d’induire une
activation des LT spécifiques de I'hapténe. Une combinaison de trois signaux distincts est
nécessaire a 'activation des cellules T (fig. 6). Le premier signal est donné par une interaction

entre le CMH de la DC et le TCR du LT, récepteur spécifique de I'hapténe présenté, permettant
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la formation de la synapse immunologique. Des études in vitro ont montré que les deux classes
de CMH sont déterminantes dans la présentation de 'allergéne (Martin et al., 1992; Kohler et al.,
1997). Un deuxiéme signal d’activation est ensuite donné par les molécules de co-stimulation de
la famille B-7 (CD86, CD80) et leurs ligands respectifs exprimés par les LT (CD28, CTL-A). La
liasison de CD80/CD86 au CD28 est indispensable au développement de 'lHSRC puisque des
souris déficientes pour CD28 présentent une réaction au DNFB et a I'oxazolone diminuée
(Kondo et al., 1996). De plus, l'utilisation d’anticorps bloquants anti-CD86 a montré qu’en
'absence de CD86 I'activation des LT CD4" et CD8" est empéchée et la réaction d'HSRC ne se
développe plus (Xu et al., 1997). D’autres couples de ligands/récepteurs participent a I'activation
des LT: (TNF)/TNF-R; RANK/RANK-L (« Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-
B/Ligand ») et CD40/CD40L. Leurs interactions conduisent a 'augmentation d’OX40-L sur les
DC qui, en interagissant avec la molécule OX40, exprimée par les LT, induit la surexpression de
CD80 et CD86 et ainsi amplifie I'activation des LT. A linverse, pour éviter une activation
excessive des LT, des signaux de rétrocontréle négatif sont également délivrés lors de
l'interaction DC-T. L'engagement des couples de molécules CD80-CD86/CTLA et PD-L1-PD-
L2/PD1 permet un contrdle fin de la réponse (non présenté dans la figure 6) (Greenwald et al.,
2005; Kim et al., 2006).

Type 1
PAMPs/TFs

Tyy1-polarizing

i!aclor

Type 2
PAMPs/TFs

T °

Ty2-polarizing
factor

Figure 6 : Synapse immunologique DC : LT. (Kapsenberg, 2003).
1) Interaction CMH/TCR
2) Interaction molécules de co-stimulation/ligands
3) Production de cytokines

Un troisitme signal déterminant dans la réponse immunitaire et son orientation vers une
tolérance ou vers une réaction effectrice est la balance de différents signaux (cytokines et

médiateurs lipidiques) produits par les DC. Concernant les cytokines, le TGF-B différencie des
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cellules T en T régulatrices (Treg) (produisant IL-10 et TGF-B), I'lL-12 différencie des cellules T
naives en cellules de type 1 (Th1 « LT helper » /Tc1 « LT cytotoxiques » ) produisant de I'lFN-y,
IL-2 et TNF-a ; I'lL-4 conduit a des cellules de type 2 (produisant IL-4, IL-13 et IL-5) et I'lL-1 ou
un cocktail d’IL-6/IL-21/IL-23 + TGF-B conduit a des cellules de type 17 (produisant IL-17A, IL-
17F, IL-21 et IL-22) (fig. 7). Dans I'allergie de contact 'orientation de la réponse est de type 1 et
17 (Vocanson et al.,, 2009). Le réle des médiateurs lipidiques dans l'orientation des LT sera

abordé dans la partie Il de 'introduction.
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Figure 7 : Polarisation de la réponse T par les cytokines des DC

2) Phase d’élicitation

La phase d’élicitation, appelée également phase de révélation, phase symptomatique ou phase
efférente, a lieu lorsqu’un individu sensibilisé a un hapténe se trouve a nouveau en contact avec
ce dernier. L’ensemble des étapes pré-immunes de la phase de sensibilisation a lieu et le
recrutement d’un infiltrat dermique et épidermique de diverses populations cellulaires dont des
LT mémoires spécifiques de I'’hapténe va provoquer une destruction cellulaire ainsi qu’une forte
réaction inflammatoire aboutissant a I'apparition d’'un eczéma de contact dans les 6 a 72 heures

suivant I'exposition. Les grandes étapes de ce processus sont développées ci-dessous.
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a) Inflammation et recrutement des cellules T

Le contact de I'hapténe sur la peau induit de la méme fagon que pendant la phase de
sensibilisation une libération de TNF-a et d’IL-1B (Enk and Katz, 1992), suivie de la production
de cytokines et chimiokines (CCL2, CCL5, CCL20, CCL22, CCL17) qui induisent le recrutement
du sang vers le derme et I'épiderme des cellules T spécifiques mémoire de I'hapténe, dans un
premier temps les LT effecteurs CD8" de type 1 suivis des populations régulatrices (Akiba et al.,
2002). Askenase et collaborateurs (2008) ont également rapporté une contribution des
lymphocytes B et des cellules NKT au recrutement des LT effecteurs (Teff) sur le site du
challenge (Campos et al., 2006; Kerfoot et al., 2008).

Une fois les LT recrutés dans la peau, ces derniers reconnaissent le complexe hapténe-protéine
présenté par les cellules cutanées, via les molécules du CMH de classes | et Il. L’engagement
du TCR des cellules T induit la libération d’IFN-y et de TNF-a activant la production par la peau
d’'un certain nombre de cytokines/chimiokines (IL-1, TNF-a, IL-6, GM-CSF, CXCL10, CXCL11,
CXCL9, CCL17, CCL18) qui amplifient la réponse inflammatoire initi€e par I'hapténe, et aboutit a
une infiltration massive de leucocytes (neutrophiles polynucléaires, monocytes inflammatoires
capables de se différencier en macrophages et dendritiques, cellules T...). Au-dela des CD8",
les LT de type 17 contribuent également activement et en synergie avec I'lFN-y et le TNF-a a la
production de cytokines inflammatoires par les KC (Albanesi et al., 1999). En effet, un nombre
important de LT produisant de I'lL-17 a pu étre détecté chez des patients allergiques (Albanesi
et al., 1999; Albanesi et al., 2000). De plus, des souris déficientes pour cette cytokine montrent
une réaction d’HSRC diminuée (Nakae et al., 2002) et la neutralisation de la sécrétion d’IL-17
par les LT CD8" supprime I'¢licitation de 'HSRC chez la souris (He et al., 2006). Toutefois, les
mémes observations ont pu étre faites pour des souris déficientes pour I'lFN-y ou pour son
récepteur (Wakabayashi et al., 2005). Ainsi les deux médiateurs semblent avoir un role
important dans 'ACD mais des études complémentaires sont cependant nécessaires afin de
déterminer les contributions relatives des LT CD8" de type 1 et/ou de type 17 ainsi que le role

respectif de chaque cytokine dans le développement de l'inflammation.

b) Activité cytotoxique des LT CD8+

La libération d’IFN-y, de TNF-a et d’IL-17 par les LT CD8" n’est cependant pas suffisante pour le
développement complet de la réaction d’ACD. En effet I'activité cytotoxique des LT CD8,
événement majeur du processus, est indispensable, puisqu’il a été montré que des souris

déficientes pour les deux voies de signalisation Fas/Fas-L et perforine sont incapables de
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développer une réaction ’HSRC méme si de I'lFN-y est produit (Kehren et al., 1999). Ainsi les
cellules T CD8" sont les cellules effectrices de 'ACD principalement via leur cytotoxicité et les
KC sont les cibles principales de ces LT spécifiques de I'hapténe puisque le nombre de KC en
apoptose augmente de fagon concomitante au nombre de LT CD8+ infiltrés dans la peau (Akiba
et al., 2002). La libération de perforine est également associée a la production des médiateurs
CCL5/RANTES (« Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted »), MIP-
1a (« Macrophage Inflammatory Protein ») et MIP-1B qui viennent amplifier le recrutement des
monocytes et granulocytes exprimant les récepteurs CCR1 et CCR5. A lissue de ce pic
d’'inflammation (24-48h), une phase de résolution s’engage peu a peu grace a un mécanisme de

rétrocontrdle négatif, limitant les dommages tissulaires et rétablissant I'intégrité de la peau.

3) La résolution de ’'ACD et le role des T régulateurs

Initialement l'arrét de la réaction d’ACD était attribué a une élimination rapide de I'hapténe
quelques jours aprés son application par la peau. Des études ont pourtant montré que des
hapténes expérimentaux comme le FITC pouvaient rester plus de deux semaines dans
I'épiderme aprés une simple application (Saint-Mezard et al., 2003). Depuis, un certain nombre
de mécanismes régulateurs supprimant I'inflammation ont pu étre mis en évidence : I'élimination
des DC chargées de lantigéne par les cellules effectrices CD8" (Yang et al., 2006), la
production de cytokines anti-inflammatoires par les cellules de la peau (IL-10, TGF-B) (Cavani et
al., 2007), 'engagement par les cellules tissulaires des ligands régulateurs (PD-L1, RANK-L...)
conduisant a l'inhibition des récepteurs immuns (Keir et al., 2008), et enfin, l'activation de
cellules T possédant des propriétés régulatrices.

Au cours de ’ACD, dans les heures qui suivent le contact avec l'allergéne et la production par la
peau de médiateurs inflammatoires, des cytokines immunorégulatrices comme I'lL-10 et le TGF-
B sont produites par les cellules cutanées (Cavani et al., 2007). L’effet immunosuppresseur de
'IL-10 intervient a différents niveaux : inhibition de la production des médiateurs inflammatoires
(IL-6, IL-1, TNF-a, IFN-y), modulation de la maturation des DC et inhibition consécutive de
l'activité des LTeff (O'Garra et al., 2004).

L’'importante quantité d’IFN-y libérée pendant I'inflammation induit I'expression des molécules de
CMH-II par les KC, ce qui stimule leur d’APC ; toutefois I'absence du signal des molécules de
co-stimulation entraine I'anergie ou la mort des LT qui ont engagé leur TCR avec les KC (Cavani
et al.,, 2003). Méme si I'ensemble de ces mécanismes est relativement important dans le

rétrocontrole négatif de linflammation, des expériences ont pu montrer que I'annulation de
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'ACD est préférentiellement due a un mécanisme actif médié par une sous-population des LT
CD4".

De nombreuses sous-populations de LT CD4" ont été décrites comme ayant des propriétés
régulatrices : les LT CD25" FoxP3" (Treg), Tr1, Th17 ou encore NKT (Dubois et al., 2003);
pourtant peu de choses sont connues sur leur contribution relative dans le contréle de la
résolution de 'ACD. Il apparait toutefois que dans I'ACD les Treg exercent la premiére ligne de
contréle. En effet, in vivo, la déplétion des Treg (utilisation d’un anticorps anti-CD25) au moment
de la phase de sensibilisation augmente I'activation des Teff CD8" et accroit la réaction d’ACD
(Dubois et al., 2003; Kish et al., 2005). De plus Ring et collaborateurs (2006) ont montré que les
Treg suppriment la réaction d’ACD en empéchant l'efflux des Teff dans les tissus inflammés
(Ring et al., 2006). Méme si I'importance des Treg dans la résolution de 'lHSRC est établie, un
certain nombre de questions subsiste sur I'origine de ces LT, leur mode d’action, leur spécificité

a un antigéne donné ou encore leur site d’action.

Ainsi nous venons de voir que ’ACD est une pathologie complexe qui se situe dans différents
compartiments (peau, ganglion) et qui fait intervenir un nombre important d’acteurs cellulaires et
moléculaires. Dans la suite de cette premiére partie d’introduction, nous allons nous intéresser a
décrire les aspects cliniques de son diagnostic ainsi que les tests réglementaires de prédiction

du potentiel sensibilisant de molécules.

E) Le diagnostic clinique

En général, la localisation et I'apparence clinique des lésions allergiques renseignent sur le
facteur étiologique lorsque le patient consulte pour la premiére fois pour un eczéma de contact.
Des dermatites au niveau des premiers sites de contact avec des bijoux, boutons de jeans,
bracelets de montre sont souvent identifiées pour des allergies au nickel. De fagon générale
c’est donc le questionnement du patient qui permet d’orienter le diagnostic qui est complété par
des tests épicutanés appelés «patch tests». Les «patch tests» reproduisent dans des conditions
expérimentales une ACD et sont appliqués en occlusif sur une zone limitée, en général le haut
du dos. Les conditions du patch test sont standardisées (notamment au niveau de la
concentration des allergénes utilisés) afin de pouvoir avoir des résultats comparables entre les
différents dermatologues (Lachapelle et al., 1997). La plupart des allergénes utilisés dans les
« patch tests » sont bien caractérisés, en général il s’agit de la batterie standard européenne
regroupant les 23 substances les plus frequemment en cause, mais il existe aussi des batteries

spécialisées thématiques comme par exemple les batteries coiffure, peinture, etc... Aprés 48h
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d’application, la sévérité de I'érytheme, de 'cedéme, de la présence d'infiltrations, de papules et
de vésicules est appréciée et notée 20 min et 24h aprés le retrait du patch. |l n’existe pas de
possibilité de désensibiliser les patients atteints d’ACD, la seule recommandation fiable reste

I'évitement de la molécule sensibilisante.

lll. Evaluation du risque

Etant donnée la complexité du systéme que nous venons de décrire, le fort impact de cette
pathologie et 'impossibilité de désensibiliser et donc de guérir les patients atteints d’ACD, il est
de la responsabilité des industriels de garantir I'innocuité de leurs produits pour éviter tout
nouveau cas de sensibilisation. Pour cela, il est important d’évaluer le risque qu’'une molécule
donnée soit sensibilisante et pour ce faire, un certain nombre de tests réglementaires chez

I'animal sont actuellement utilisés afin de prédire le potentiel sensibilisant de matiéres premiéres.

A) Tests du « Guinea Pig Maximisation Test » et du « Buehler »

Pendant plusieurs décennies le cobaye a été 'animal de choix pour les études de prédiction du
potentiel sensibilisant cutané d’'une molécule. Parmi les tests les plus classiques, on peut citer le
« Guinea Pig Maximisation Test » (GPMT) également appelé MK pour « Magnusson Kligman »
(Magnusson and Kligman, 1969) et le test de « Buehler » (BUEHLER, 1965). Dans le GPMT la
molécule testée est toujours injectée en association avec un adjuvant par voie intra-dermique
sur un groupe d’'une dizaine de cobayes, en parallele d’'un groupe contréle non sensibilisé.
Aprés 7 jours, un patch occlusif est disposé pendant 48 heures sur les sites d’injections. Au
21°™ jour, le challenge est réalisé par un patch occlusif appliqué pendant 24 heures. La
réaction inflammatoire d’élicitation est ensuite évaluée visuellement (cedéme, rougeur,
épaisseur...) 24 et 48 heures plus tard (Magnusson and Kligman, 1969). Le potentiel
sensibilisant du produit testé est classé d’aprés la fréquence des réponses positives des
animaux et non d’aprés lintensité des réponses, en 5 classes (Classe 1, trés faible pour moins
de 10% des animaux a classe 5 trés fort pour plus de 80% des animaux ayant répondu). Ces
tests présentent toutefois certaines limites, puisque dans le cas du GPMT comme pour le test de
Buehler (méme principe que le GPMT mais sans adjuvant) qui visent a évaluer la phase
d’élicitation de la réaction 'HSRC, I'évaluation visuelle des symptomes peut entrainer une
variabilité importante liée au manipulateur et d’autre part il s’agit de techniques consommatrices

d’animaux. De plus, l'injection par voie intra-dermique de la molécule en association avec un
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adjuvant ne refléte pas les conditions réelles de contact et peut avoir tendance a maximaliser les

effets.

B) Test du “Local Lymph Node Assay” (LLNA)

Dans la perspective de la régle des 3R (« Refinement » : amélioration du bien étre des animaux,
« Reduction » : diminution du nombre d’animaux et/ou « Remplacement » : pas d’utilisation
d’animaux) le test du « Local Lymph Node Assay » (LLNA) a été développé chez la souris. Par
rapport aux autres méthodes décrites précédemment, ce test ne fait appel qu’a la phase de
sensibilisation de 'HSRC sans qu’il n’y ait déclenchement des symptdmes, ce qui réduit
considérablement le nombre d’animaux et la durée de I'expérience et n’engendre pas de
souffrance puisque les animaux sont sacrifiés avant de développer d’HSRC. Le LLNA a été
validé par le Centre Européen de Validation des Méthodes Alternatives (ECVAM) en 2000. Cette
méthode de raffinement mesure la prolifération des cellules ganglionnaires par incorporation de
thimidine tritiée aprés application topique de I'’hapténe sur les oreilles. En pratique, la molécule a
tester ou le véhicule seul est appliqué une fois par jour pendant trois jours consécutifs sur la
face dorsale des oreilles des souris. La dose maximale non irritante est au préalable déterminée
par une évaluation de I'épaississement de l'oreille. A partir de cette dose, une gamme d’au
moins trois doses est déterminée pour étre testée. Les souris sont laissées au repos pendant
deux jours complets, puis une injection par la veine caudale de thymidine tritiée est réalisée le
jour suivant. Cing heures plus tard les souris sont sacrifiées et les ganglions drainants I'oreille
sont prélevés. Les résultats de radioactivité sont exprimés en indice de stimulation (SI) qui est
égal au rapport de la radioactivité incorporée dans les ganglions de la souris traitée par la
molécule d’intérét sur celle incorporée dans les ganglions de la souris traitée avec le solvant
seul (Gerberick et al., 2000; Basketter et al., 2002). Les composés qui induisent un S| supérieur
au seuil de 3 sont considérés comme sensibilisants (Kimber et al., 1995; Loveless et al., 1996;
Basketter et al., 1999b). La concentration pour laquelle le Sl est égal a 3 est appelé EC(3)
(« Effective dose concentration »). Sur la base de cette EC(3) différentes classes de potentiel
sensibilisant ont été déterminées (Van Och et al., 2000; de Jong et al., 2002). Ainsi, au-dela de
la simple détection des sensibilisants le LLNA permet d’évaluer leur potentiel de fagon
quantitative. De plus, 'EC(3) permet de déterminer une dose maximale sans effet chez ’homme
peut étre extrapolée et pour cette raison les toxicologues s’en servent dans leur évaluation du
risque. Cependant, un certain nombre de limitations sont décrites, notamment le manque de
sensibilité du test pour détecter les molécules les plus faiblement sensibilisantes (Ikarashi et al.,

1993; Basketter et al., 1999a). D’autre part, des réponses faussement positives par rapport aux
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données de références cliniques peuvent étre obtenues. Ces « faux positifs » se trouvent
essentiellement parmi les molécules tensioactives, les surfactants, pouvant provoquer une
irritation engendrant une prolifération non spécifique dans les ganglions drainants (Loveless et
al., 1996; Ball et al., 2011); la question des irritants systématiquement « faux positifs » dans le
LLNA fait toutefois encore débat (Basketter and Kimber, 2011). Enfin, les métaux et notamment

le nickel ne sont pas détectés dans le LLNA alors qu’il a une prévalence trés forte chez ’lhomme.

Comme nous venons de leur voir, actuellement, un certain nombre de tests in vivo
réglementaires et notamment le LLNA qui prédit le potentiel sensibilisant de molécules,
permettent aux toxicologues d’évaluer le risque et de garantir linnocuité des produits
cosmétiques. Toutefois le 7°™ amendement a la directive cosmétique européenne
(2003/15/CE), adopté en 2003 et interdisant I'utilisation d’animaux dans les tests pour produits
cosmétiques, rend indispensable et urgente la mise au point de méthodes alternatives a I'animal
(in vitro et/ou in silico). Un certain nombre de tests alternatifs en développement modélisent les
événements précoces pré-immuns. Ainsi dans la prochaine partie de cette introduction nous
nous intéresserons a décrire les mécanismes d’action des sensibilisants sur les cellules de la
peau et les voies de signalisation induites pour mieux comprendre la traduction de cette

connaissance dans les principaux tests in silicolin vitro les plus utilisés aujourd’hui.
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Partie Il : Réponse cellulaire aux signaux de danger induits par
les molécules sensibilisantes de contact

. Signaux de danger induits par les molécules sensibilisantes de contact

A) Concept du signal de danger et cas des molécules sensibilisantes de contact

En 1994, Matzinger introduit la théorie du « signal de danger » qui correspond au « signal ultime
qui détermine si la reconnaissance de l'antigéne conduit a la tolérance ou a une réponse
immunitaire effective » (Matzinger, 1994). Cette théorie est basée sur le fait que I'antigénicité
d’'un xénobiotique n’est pas suffisante a l'induction compléte de la réponse primaire. La cellule
dendritique a en effet besoin pour initier une réponse immunitaire compléte de « signaux de
danger » produits lors de dommages tissulaires, d’'une réaction inflammatoire, d’un stress ou
encore d’'une mort cellulaire par nécrose (Gallucci and Matzinger, 2001). Ainsi la production de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B), la libération de protéases, de nucléotides
intracellulaires (ATP), de protéines de choc thermique (HSP70) ou encore d’espéces réactives
de I'oxygéne (ROS) participent a la maturation compléte des DC (Aiba, 2007).

Comme nous venons de le voir dans le chapitre précédent, la réactivité chimique vis-a-vis des
protéines est indispensable a un sensibilisant de contact pour former I'épitope reconnu par les
cellules T. Toutefois cette méme caractéristique confere également a I'hapténe la capacité
d’activer le systéme immunitaire inné et d’'induire une réponse de stress au niveau de la cellule
(Martin et al., 2008; Freudenberg et al., 2009). En ce sens, les hapténes se distinguent des
antigénes protéiques (pathogénes d’origine bactérienne ou virale) qui nécessitent I'addition d’un
adjuvant (LPS, adjuvant de Freund...) pour induire le systéeme immunitaire. Récemment, Martin
et collaborateurs (2011) ont proposé le terme de « xénoinflammation » pour nommer
l'inflammation induite par des molécules exogénes (Martin et al., 2011). Cette xénoinflammation
est nécessaire lors de la phase de sensibilisation de 'HSRC pour l'activation des DC par le
sensibilisant, leur migration vers le ganglion lymphatique pour activer des cellules T spécifiques
de I'hapténe et durant la phase d’élicitation, la réponse inflammatoire entraine le recrutement
dans la peau des Teff et autres leucocytes. De fagon importante, la réponse inflammatoire innée
est donc un pré-requis pour I'activation et 'orientation de la réponse adaptative.

Ainsi dans la suite de ce chapitre nous nous attacherons a détailler les différents signaux de

danger mis en jeu par les sensibilisants et les voies de signalisation induites aboutissant a cette
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xénoinflammation. L'ensemble des éléments décrits est illustré dans le schéma de synthése

présenté en figure 8.

B) Modification de I'équilibre redox par les sensibilisants de contact

L’état intracellulaire redox est déterminé par les proportions relatives des formes réduites et
oxydées des couples redox prédominants dans la cellule. Le stress oxydant cellulaire, causé par
des agents et stimuli endogénes ou exogénes a l'organisme, est classiquement défini comme
étant l'altération de la balance redox intracellulaire en faveur des conditions oxydantes. Parmi
les différentes substances potentiellement nocives produites, on peut répertorier les espéces
réactives de l'oxygéne (ROS) issues de la réduction incompléte de l'oxygéne [radicaux
hydroxyles (OH.), anion superoxyde (O,."), peroxyde d’hydrogéne (H,O,) ou encore oxygéne
singulet (10,)], les espéces réactives de l'azote, les radicaux libres et hydroperoxydes
organiques ou encore des composeés électrophiles. L'accumulation excessive des substances
pro-oxydantes représente une attaque potentiellement toxique puisqu’elles exercent des effets
délétéres incluant la peroxydation des lipides et I'oxydation des protéines qui induisent des
dysfonctionnements membranaires, 'oxydation de '’ADN et des autres composants cellulaires.

L’organisme posséde un systéme intracellulaire de défense antioxydante trés sophistiqué
constitué de composants non-enzymatiques, enzymatiques et des transporteurs membranaires
permettant de réguler 'homéostasie redox en neutralisant ces substances pro-oxydantes. La
premiére ligne de défense antioxydante est assurée par des systémes de piégeurs non-
enzymatiques trés réactifs dont les trois plus importants trouvés communément dans les cellules
sont: le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH/NADP+), la thioredoxine
(TRX(ea/ TRXx), €t le glutathion (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine ; GSH) qui est le thiol cellulaire
prédominant dont les changements de ratio [GSH]/[GSSG] reflétent directement les altérations
redox intracellulaires. Cette premiére ligne de défense agit en synergie avec des enzymes de
détoxification (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase et glutathion-S-
transférase). Enfin, dans un dernier temps, les produits finaux des enzymes de détoxification
peuvent étre conjugués au GSH et évacués par des transporteurs membranaires appelés

« Multidrug Resistance protein » (MRP).

Les sensibilisants sont décrits pour perturber la balance redox des cellules. In vivo, Schmidt et
Chung (1992) ont montré que dans la peau des souris, les taux de GSH et de GSSG sont
modifiés 12 heures aprés I'application de DNCB ou d’autres analogues, avec en particulier une
diminution du taux de GSH (Schmidt and Chung, 1992). Des antioxydants thiol-dépendants
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(augmentant le ratio GSH/GSSG cellulaire) comme la NAC (N-Acetyl-Cystéine) ont de plus
montré leur capacité a bloquer chez la souris les réactions allergiques au TNCB (2,4,6-
trinitrochlorobenzene) (Senaldi et al., 1994), indiquant I'importance de la modification de la
balance GSH/GSSG dans 'HSRC.

In vitro, Mizuashi et collaborateurs (2005) ont démontré que les sensibilisants (NiCl,, DNCB,
MnClI; et le thimerosal), contrairement aux non sensibilisants (SDS, chlorure de benzalkonium)
induisent un stress oxydant dans la cellule (moDC et lignée THP-1), se traduisant par la
diminution du rapport GSH/GSSG (Mizuashi et al., 2005). Plus récemment, Migdal et
collaborateurs (2010) ont montré que le DNCB, le chlorure de mercure et le thimerosal induisent
dans la lignée cellulaire U937 la déplétion du GSH ainsi que la génération de ROS
essentiellement d’origine mitochondriale (Migdal et al., 2010). Ces résultats suggeéerent que
I'altération du statut redox est un effet important de la réponse cellulaire aux sensibilisants. La
modification de la balance redox par les sensibilisants est a I'origine d’importants événements
en cascade, puisque des expériences réalisées en présence de NAC montrent que dans ces
conditions la phosphorylation des p38 MAPK et 'augmentation de I'expression de CD86 induites

par les sensibilisants sont annulées (Mizuashi et al., 2005; Migdal et al., 2010).

C) Induction par les sensibilisants du facteur de transcription Nrf2, senseur
cellulaire du stress oxydant

En réponse a une stimulation électrophile ou a une oxydation, les cellules induisent la
transcription des génes appartenant a la famille des éléments de réponse anti-oxydante de
phase Il [« Antioxidant Element Response » (ARE)] via le facteur de transcription Nrf2
(« Nuclear Factor-erythroid 2-related factor 2 »). Dans des cellules non stimulées, la protéine
Keap1 (« Kelch-like ECH associated protein 1 ») est associée au facteur de transcription Nrf2 et
induit son ubiquitinilation et sa dégradation consécutive par le protéasome. Lorsque les résidus
cystéine de Keap1 sont oxydés, le complexe Keap1/Nrf2 se dissocie et Nrf2 ainsi libéré
« transloque » au niveau du noyau. En association avec les protéines Maf et d’autres co-
facteurs, Nrf2 active la transcription de ses génes cibles contenant la séquence ARE dans leur
promoteur comme la glutathion synthase, la glutathion réductase (GSR), les thioredoxine
synthase et réductase, I'heme oxygénase 1 (HO-1/HMOX) et la NADPH quinone
oxydoréductase (NQO1) (Dinkova-Kostova et al., 2005; Kensler et al., 2007).

Ainsi des molécules électrophiles comme les sensibilisants peuvent modifier les résidus cystéine

de Keap1 et induire la réponse anti-oxydante (Copple et al., 2010). L'implication du facteur de
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transcription Nrf2 dans la réponse cellulaire a des sensibilisants été étudiée par Ade et
collaborateurs (2009) sur des DC issues de cellules CD34" (CD34-DC) ainsi que sur la lignée
THP-1 en montrant que seuls les sensibilisants ont la capacité d’induire I'expression d’HO-1 et
de NQO1 et qu’une pré-incubation des cellules avec la NAC inhibe cette induction (Ade et al.,
2009). Dans la majorité des études de génomique menées in vitro sur des DC, KC ou épidermes
reconstruits afin de déterminer des génes spécifiques de la signature de sensibilisants, |l
apparait que les génes cibles de Nrf2 permettent de discriminer les sensibilisants des irritants
(Hooyberghs et al., 2008; Python et al., 2009; McKim et al., 2010). L’induction spécifique de Nrf2
par les sensibilisants fait I'objet d’'un test développé par Givaudan que nous détaillerons en fin
de ce chapitre.

Le réle de la voie de signalisation Keap1/Nrf2 dans l'allergie de contact a été confirmé in vivo
par Kim et collaborateurs (2008) qui ont montré que la diminution de l'intensité de la réaction
d’allergie de contact liée I'age est accentuée lorsque le géne Nrf2 est inactivé et que cette
diminution est rétablie par 'administration par voie orale de sulforaphane, activateur de Nrf2
(Kim et al., 2008).

En conclusion, 'ensemble de ces données bibliographiques démontre un réle complexe du
stress oxydant dans le faconnement de la réponse immunitaire aux sensibilisants de contact
puisque d’'une part ce signal semble nécessaire pour I'activation des DC et la réponse d'HSRC
mais que dans le méme temps il induit une réponse cytoprotectrice anti-oxydante, permettant

aux cellules de dépasser ce stress.

D) Activation par les sensibilisants des récepteurs de I'immunité innée

L’effet dit « adjuvant » des sensibilisants de contact est lié a leur capacité a activer le systéme
immunitaire inné. Chez la souris, il a été montré que la force de lirritant détermine la sévérité de
la réponse d’HSRC et oriente la balance immunité/tolérance (Bonneville et al., 2007; Lass et al.,
2008; Watanabe et al., 2008).

Les mécanismes moléculaires d’activation de l'immunité innée par les sensibilisants ont
longtemps été peu connus, mais récemment, il a pu étre montré que les DAMPs (« Damage-
Associated Molecular Pattern »), de maniére analogue aux structures conservées PAMPs
(« Pathogen-or microbe-Associated Molecular Pattern ») des pathogénes microbiens, activent la
réponse immunitaire innée via différents récepteurs dits PPR (« Pattern Recognition Receptor »)
dont les TLR (« Toll Like Receptor ») associés a la membrane et les NLR (« Nod Like

Receptor ») cytosoliques.
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1) Les récepteurs « Toll like » (TLR) et leur activation par les
sensibilisants de contact

La famille des TLR est composée chez la souris comme chez 'lhomme d’au moins 13 récepteurs
transmembranaires (Leulier and Lemaitre, 2008). Chez les mammiféres, les TLR sont des
homologues des protéines toll des drosophiles, mises en évidence par J. Hoffmann, prix Nobel
2011 et décrites pour permettre aux drosophiles une résistance aux infections fongiques
pendant leur développement. Ces récepteurs, de par leur large site extracellulaire différent pour
chacun des types de TLR, reconnaissent une grande variété de constituants microbiens
hautement conservés (PAMP) et permettent ainsi une détection rapide des microorganismes
(bactéries, virus, parasite, levures) par les cellules. Les TLR 1, 2, 4, 5, 6 et 11, principalement
impliqués dans la reconnaissance de composantes des microorganismes (lipopeptides,
glycolipides, protéines), sont essentiellement localisés a la surface des cellules tandis que les
TLR 3, 7, 8, 9 et 13, impliqués dans la reconnaissance des structures de type acide nucléique
sont intracellulaires, se situent sur la membrane du réticulum endoplasmique (RE) (Anderson,
2000).

L’activation des TLR conduit a la synthése de chimiokines et d’'un grand nombre de cytokines
(IFN, pro-IL1-B, pro-IL-18, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10...) via les voies de signalisation MyD88
(« Myeloid Differentiation Factor 88 ») (production de cytokines) et TRIF (« TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-g”)-dépendantes (production IFN de type 1 et de
cytokines). De facon plus précise, suite a la fixation de leur ligand, les TLR forment un complexe
réceptoriel homo ou hétérodimérique et changent de conformation afin de permetire en
intracellulaire le recrutement des molécules de signalisation. Dans des complexes activés, le
domaine intracellulaire du TLR interagit avec les protéines adaptatrices MyD88 et IRAK
(« Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase »), conduisant a [Iactivation de la molécule
adaptatrice associée au récepteur TRAF6 (« TNF-receptor-associated factor 6 ») (Cao et al.,
1996). Une fois activée, la protéine TRAF6 active a son tour une cascade de protéines
conduisant a la phosphorylation du complexe IKK (« IkB Kinase ») et des MAPK, aboutissant a
I'activation et la translocation des facteurs de transcription comme NF-kB et AP-1, permettant la
production de cytokines inflammatoires. Le TLR4 posséde la particularité d’induire aussi une
signalisation intracellulaire indépendante de MyD88, puisque des souris MyD88™" sont toujours
capables de répondre au LPS (Kawai et al., 1999), via I'intermédiaire des protéines TIRAP/MAL

(« TIR domain-containing adapter protein »), voie non canonique.
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Récemment, Martin et collaborateurs (2008) dans des études utilisant des souris KO (« Knock
out ») ont mis en évidence que certains sensibilisants activent les TLR2 et 4 (Martin et al., 2008).
En effet, des mutations délétéres sur les TLR chez des souris (ATLR2/ATLR4 ou
alternativement ATLR2 ou 4/AIL-12RB2) annulent la sensibilisation aux TNCB, oxazolone et
FITC. De plus, en absence de TLR2 ou de TLR4 I'activation des DC par les sensibilisants n’est
que partielle puisqu’au-dela de 'augmentation des molécules de co-stimulation la production de
cytokines pro-inflammatoires n’a pas lieu. D’autre part, il apparait que des souris déficientes en
MyD88, a linverse des souris déficientes pour TRIF, ne sont pas sensibilisées au DNFB
(Klekotka et al., 2010), indiquant 'importance de la voie dépendante de la protéine MyD88 dans
la réponse aux sensibilisants de contact.

Aprés avoir identifié les TLR impliqués dans la reconnaissance des sensibilisants, des
expériences complémentaires ont permis de préciser la nature des ligands de ces récepteurs.
Des souris exemptes de pathogenes présentent une réponse d’HSRC au TNCB normale ce qui
suggére que la composante bactérienne présente sur la peau ne joue pas de rble dans
linduction des TLR par les sensibilisants. Des dérivés de la matrice extracellulaire tels que
'acide hyaluronique de faible poids moléculaire, dégradés par les sensibilisants, via la
génération d’espéces réactives de l'oxygéne (Soltes et al, 2006; Naik and Dixit, 2011),
pourraient étre des ligands endogénes des TLR2 et TLR4 (Schaefer et al., 2005; Babelova et al.,
2009; Martin et al., 2011). Cette hypothése est renforcée par le fait qu’en bloquant les fonctions
de I'acide hyaluronique chez des souris exemptes de tout pathogeéne, la réponse d’HSRC est
sensiblement diminuée (Martin et al., 2008). Toutefois, dans le cas de certains métaux, il a été
montré que le nickel est capable de se fixer directement sur TLR4 humain et d’activer les voies

de signalisation en aval (Schmidt et al., 2010).

En conclusion, la fonctionnalité des TLR2/4 dans les cellules dendritiques semble un premier
élément essentiel a la réaction de sensibilisation. Bien que les ligands de ces TLR ne soient pas
identifies avec certitude, il apparait que dans le cas du nickel et du cobalt, les molécules se
fixent directement sur les récepteurs tandis que dans les autres cas, les ligands semblent étre
des composés générés par le stress oxydant induit par les sensibilisants et notamment des

fragments d’acide hyaluronique.
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2) Le complexe NLR- inflammasome et son activation par les
sensibilisants de contact

De la méme fagon que pour les autres récepteurs de 'immunité innée, les NLR sont hautement
conservés tout au long de la phylogénie et possédent une structure qui rappelle les protéines R
des cellules des plantes responsables de la défense contre les bactéries pathogénes. Chez
'homme les NLR comptent au moins 23 membres. Comme les TLR, les NLR sont des senseurs
de ligands bactériens comme les peptidoglycans, la flagelline, les toxines bactériennes ou
encore les acides nucléiques. De plus, ils reconnaissent également des ligands endogénes
comme I'ATP (Creagh and O'Neill, 2006; Mariathasan and Monack, 2007). Les NLR sont entre
autre des constituants des complexes de protéines cytosoliques, contenant les molécules
adaptatrices ASC et servant a I'activation des caspases (Martinon et al., 2009). En particulier, le
NLRP3, également appelé NALP3 est le plus décrit. En association avec les protéines
CARDINAL et ASC, il forme I'inflammasome et induit I'activation de la caspase 1 qui va cliver les
formes pro-IL-1B et pro-IL-18, synthétisées suite a I'activation des TLR, aboutissant ainsi a la
production d’IL-18 et d’IL-18 actives. L'inflammasome NLRP3 semble activé par des signaux de
danger métaboliques comme [efflux potassique qui survient suite a la disruption de la
membrane plasmique ou bien en réponse a l'augmentation intracellulaire de 'ATP via le
transporteur purinergique P2X;. Parmi les activateurs cliniques du NLRP3 on trouve également

I'acide urique, les cristaux de cholestérol, la silice, 'aluminium et 'amiante.

L’activation de I'inflammasome semble importante dans 'HSRC puisque des souris déficientes
pour le NLRP3 ou pour la protéine ASC présentent une réponse d’'HSRC au TNCB diminuée
(Watanabe et al., 2007; Watanabe et al., 2008). De la méme fagon, des souris déficientes pour
la caspase-1 ou pour le récepteur a I'lL-1B (IL-1R) ne développent pas d’'HSRC (Watanabe et al.,
2007; Watanabe et al., 2008). Le paralléle a pu étre établi entre le faible potentiel sensibilisant
(voire tolérogéne) d’'une molécule comme le DNTB (2,4-dinitrothiocyanobenzene) et son
incapacité a activer I'inflammasome, puisque lorsque du SDS (activateur de I'inflammasome) ou
de I'lL-1B sont ajoutés, le DNTB est capable d’induire une HSRC chez la souris (Watanabe et al.,
2008).

Les mécanismes par lesquels les sensibilisants sont capables d’induire I'inflammasome sont
encore peu connus. Il a cependant été montré que 'ATP, libéré par les cellules endommagées

interagit avec les récepteurs purinergiques, notamment le récepteur P2X; qui induit un efflux de
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potassium hors de la cellule, nécessaire a I'activation du NLRP3 inflammasome (Martinon et al.,
2009; Martinon, 2008). In vivo, le TNCB et 'oxazolone induisent une libération d’ATP par les
cellules cutanées, résultant potentiellement en I'activation du NLRP3 via le P2X; puisqu’on note
I'absence d’HSRC chez des souris déficientes en P2X; (Weber et al., 2010). De plus, il apparait
que des DC hapténisées provenant de souris P2X;” ne sont pas capables de sensibiliser des
souris sauvages tandis que I'inverse est vrai. Les DC issues de souris P2X;" ne sont par ailleurs
pas capables de produire de I'lL-1B suite a une stimulation avec le LPS ou 'ATP mais
recouvrent cette fonction lorsque I'ATP est remplacé par de l'aluminium, capable d’induire
directement l'inflammasome. L’'ensemble de ces études montre donc que le P2X;, 'ASC et le
NLRP3 sont des éléments essentiels pour la sensibilisation et doivent étre fonctionnels chez les
DC.

E) Les principales voies de signalisation induites par les sensibilisants

Ainsi aprés avoir décrit les principaux senseurs cellulaires potentiellement activés par les
sensibilisants de contact, nous allons nous intéresser aux voies de signalisation en aval induites

permettant I'activation des KC et la maturation des DC.

1) Activation par les sensibilisants de la cascade des MAPK

Les « Mitogen-Activated Protein Kinases » (MAPK) sont des protéines sérine/thréonine kinases
qui répondent aux stimuli extracellulaires et régulent de nombreuses activités des cellules
comme lI'expression de génes, la mitose, la différenciation cellulaire ainsi que la survie/apoptose
des cellules. On distingue trois sous-familles principales de MAPK : les « Extracellular signal
Regulated Kinases » (ERK1/p44 et ERK2/p42) qui sont essentiellement activées aprés un
stimulus de prolifération ou de différenciation, les p38 MAPK (p38, avec les isoformes
principales a, B, B> et secondaires vy, d) et les « c-Jun N terminal Kinases » (essentiellement
JNK1 et JNK2 chacune avec les isoformes p46 et p54), dont l'activation est généralement
attribuée a des signaux de stress tels que le choc osmotique, les UV, la réponse aux cytokines
pro-inflammatoires IL-1B et TNF-a ainsi que la signalisation induite par les TLR. La cascade
d’activation des MAPK s’organise sur 3 niveaux de phosphorylation : le signal de stress (ex.
diminution du ratio GSH/GSSG) induit les « MAPK Kinase Kinases » (MKKK ou MEKK) (ex.
ASK-1) qui activent les MKK (ou MEK) qui phosphorylent a leur tour les MAPK. Les MAPK ont
essentiellement des facteurs de transcription comme substrat de leur activité de kinase : les

protéines ERK phosphorylent Fos ainsi qu’Elk-1 (Chang et al., 2003), p38 phosphoryle des
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facteurs de ftranscription comme ATF-2, CHOP/gadd153, Elk-1 et MEF2c qui initient la
transcription de c-Jun (Treisman, 1996) et JNK phosphoryle les facteurs de transcription de la
famille Jun qui en s’lhomo ou s’hétérodimérisant avec les protéines Fos forment les complexes
AP-1. Au niveau nucléaire, la protéine p38 participe aussi a la transcription de génes régulés par
d’autres facteurs de transcription que ses substrats. Par exemple, certains génes dépendant de
NF-KB ont besoin de I'activité de p38 pour étre transcrits (Beyaert et al., 1996; Saccani et al.,
2002). D’autre part, une fois les facteurs de transcription activés, au niveau du cytoplasme, les
MAPK toujours phosphorylées participent a la régulation post-transcriptionnelle des génes en
stabilisant leur ARNm. Par exemple, p38 stabilise TARNm de protéines comme I'enzyme COX-2
(cyclooxygénase 2) et les cytokines IL-13, TNF-a et IL-6 (Lasa et al., 2000; Clark et al., 2003).

Les sensibilisants de par leur capacité a induire un stress cellulaire sont des activateurs des
MAPK et en particulier de p38 (Mizuashi et al., 2005). De nombreuses études in vitro confirment
I'implication des MAPK dans la réponse des DC aux sensibilisants avec toutefois des profils
différents en fonction des sensibilisants : le DNCB par exemple active p38 et JNK et I'induction
de la maturation des DC (CD86, IL-8) en réponse au DNCB est dépendante de p38 tandis que
le NiSO, active p38, JUNK et ERK1/2 mais la maturation des DC en réponse au NiSO, semble
dépendante d’autres facteurs que de p38 (Aiba et al., 2003; Boisleve et al., 2004; Boisleve et al.,
2005; Ade et al., 2007; Trompezinski et al., 2008). Au-dela de I'exemple du DNCB et du NiSO,,
au laboratoire, nous avons pu montrer pour plus de 30 sensibilisants dans la lignée U937 que
p38 est induit (données internes). In vivo, via l'utilisation d’inhibiteur pharmacologiques de p38
ainsi qu’en utilisant des souris hétérozygotes pour p38a, il a été également montré que p38
participe a ’THRSC (Takanami-Ohnishi et al., 2002).

2) Activation par les sensibilisants du facteur de transcription NF-kB

La famille des facteurs de transcription NF-kB joue un réle fondamental dans la régulation de
limmunité innée et spécifique (Li and Verma, 2002; Oeckinghaus et al., 2011). La famille de NF-
kB comprend cing membres : NF-kB p50 (p105/ NF-kB1), NF-kB p52 (p100/ NF-kB2), p65
(RelA), RelB et cRel. NF-kB est un facteur de transcription dimérique formé suite a 'homo ou
'hétérodimérisation de ses membres. Deux voies d’activation ont été décrites pour NF-kB : une
voie dite classique canonique et une voie dite alternative non-canonique. L’activation des TLR
induit la voie classique, la voie alternative étant activée par les récepteurs CD40. En ce qui
concerne la voie classique, en l'absence de stimulation, le dimére NF-kB (p50/p65) est

séquestré sous une forme inactive dans le cytoplasme par les molécules de la famille IkB. Suite
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a son activation, IKK phosphoryle IkB, ce qui conduit a sa polyubiquitinilation et sa dégradation
dans le protéasome 26S (Scherer et al., 1995), libérant ainsi NF-kB. Les diméres NF-kB migrent
alors au niveau du noyau et activent les génes cibles en se liant dans les promoteurs a leurs
sites kKB. NF-kB est connu pour réguler I'expression d’un large spectre de génes qui participent
principalement aux réponses immunes et inflammatoires (COX-2, IL-13, TNF-a, chimiokines...),
des génes codant pour des protéines de réponse au stress (iNOs) ou encore pour des protéines
anti-apoptotiques (Oeckinghaus et al., 2011).

Dans la DC, NF-kB joue un rble dans la régulation de son développement, de sa maturation et
de sa fonctionnalité. Plus particulierement NF-kB participe a I'induction de I'expression de CD40,
HLA-DR, CD86, CD83 et CD80 en réponse aux ligands des TLR (Yoshimoto et al., 1997;
O'Sullivan et al., 2000; Arrighi et al., 2001; Yoshimura et al., 2001; Aiba et al., 2003; Boisleve et
al., 2005; Tas et al., 2005; Neves et al., 2009). Dans les moDC la production d’IL-12, d’'IL-6 et de
TNF-a induite par le LPS est sous le contréle de NF-kB (Yoshimoto et al., 1997; Ouaaz et al.,
2002; Severa et al., 2005; Tas et al., 2005).

L’implication de la voie NF-kB dans 'HSRC a été peu étudiée. Chez la souris, lorsque la
signalisation NF-kB est inhibée dans les cellules T, les réponses d’'HSRC sont séverement
diminuées (Aronica et al, 1999). De méme, la mutation d’IkB-B entraine chez les souris
transgéniques une diminution de la réponse d’HSRC au FITC par une diminution du taux de
cellules T CD8".

L’étude in vitro du role de NF-kB dans les DC en réponse aux sensibilisants a été initiée par
Aiba et collaborateurs (2003). Les auteurs montrent que le NiCl, induit dans des moDC la
phosphorylation d’IkB-a et I'activation de NF-kB de fagon spécifique puisque ni le sodium lauryl
sulfate (SLS) ni le chlorure de benzalkonium n’affecte cette voie (Aiba et al., 2003). Plus
récemment, Ade et collaborateurs (2007) ont montré que le NiSO, induit la maturation des
CD34-DC via notamment [l'activation du facteur de transcription NF-kB (en activant la
dégradation d’'IkB-a) tandis que le DNCB inhibe I'activation de NF-kB (Ade et al., 2007). Ce
travail a réecemment été étendu a d’autres hapténes métalliques indiquant que le NiSO, et le
CoCl,, contrairement au K,Cr,0O; activent NF-kB dans des CD34-DC (Antonios et al., 2009).
D’autre part, I'absence d’activation de NF-kB par le DNCB et ses analogues a été confirmée par
Megherbi et collaborateurs (2009) sur la lignée THP-1 (Megherbi et al., 2009). L’'implication du
facteur de transcription NF-kB dans la maturation des DC semble étre dépendante du
sensibilisant considéré : en effet, I'ajout du BAY-117085, inhibiteur de NF-kB, inhibe
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partiellement ou totalement I'expression de CD83, CD86, CD40 et HLA-DR induite par le NiSO,
tandis qu’elle n’a aucun effet sur I'induction de I'expression de CD40 et HLA-DR par le DNCB.

En conclusion, un sensibilisant de contact, pour aboutir a la maturation de la DC induit un signal
de stress et un déséquilibre de la balance redox cellulaire activant un ensemble de voies de
signalisation qui vont agir de maniére coopérative pour aboutir a I'expression de molécules de
co-stimulation et a la production de médiateurs inflammatoires. Parmi les différents marqueurs
que nous venons de décrire, certains (GSH, p38, Nrf2, CD86, CD54 ou encore IL-8) ressortent
de maniére récurrente et concordante au travers de différentes études menées dans différentes
équipes. Cette connaissance des mécanismes d’action des sensibilisants a permis de
développer des tests permettant de prédire le potentiel d’'une molécule a étre sensibilisante.

Dans les paragraphes qui suivent les principaux tests actuellement utilisés seront détaillés.
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Figure 8 : Schéma de synthése des voies de signalisation induites par les sensibilisants de contact dans les DC conduisant a leur maturation (Martin et
al., 2011).

Les sensibilisants (hapténes) agissent sur les DC a différents niveaux : ils induisent un déséquilibre de la balance redox [génération d’espéces réactives de
I’oxygéne (ROS), diminution du ratio GSH/GSSG]. Ce stress va induire I'oxydation de la thioredoxine (TRX,,) qui va induire la phosphorylation de la MAPK Kinase
Kinase ASK-1, qui a son tour phosphoryle une MKK qui phosphoryle les MAPK (ERK1/2, JNK et p38). Les MAPK phosphorylent ensuite les facteurs de
transcription : par exemple elles activent c-Jun et cFos qui en se dimérisant forment le facteur de transcription AP-1.

Les sensibilisants de maniere directe (réaction sur les résidus cystéine de Keap-1) et/ou indirecte (ROS, phosphorylation de Nrf2 par p38 MAPK) induisent le
facteur de transcription Nrf2 qui aprés s’étre détaché de Keap-1 « transloque » au noyau pour activer les génes possédant la séquence ARE dans leur
promoteur.

D’autre part les sensibilisants activent les récepteurs TLR2 et 4 en se liant soit directement (métaux type nickel) ou via la génération de ligands endogénes
comme l'acide hyaluronique (HA) (i.e. activation par les ROS générés de hyaluronidases, enzymes dégradant la matrice extracellulaire). L’activation des TLR
aboutit selon la voie MyD88 a I'induction du facteur de transcription NF-kB induisant I’expression de cytokines/chimiokines (IL-6, TNF-a, pro IL-1B...) et selon la
voie TRIF a I'induction des facteurs de transcription IRF3/IRF7 permettant I'expression d’IFN-y.

Enfin, les sensibilisants sont capables d’activer le complexe NALP3-inflammasome en induisant une libération d’ATP qui va induire le récepteur purinergique
P2X; et consécutivement I'inflammasome. L’activation de I'inflammasome résulte en I'activation de la caspase-1 qui va cliver la pro-forme d’IL-1p pour donner
une IL-1B active et sécrétée par les cellules.
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ll. Tests alternatifs a I'expérimentation animale pour prédire le potentiel

sensibilisant de molécules

Un certain nombre de paramétres sont a prendre en compte dans le développement de tests.
Dans un premier temps les tests doivent démontrer leur reproductibilité, robustesse et
pertinence dans leur capacité a discriminer des molécules sensibilisantes par rapport a des
molécules non sensibilisantes, et ce, avec le méme degré de performances que les modéles
animaux actuellement utilisés, voire avec de meilleures performances vis-a-vis de la prédiction
de 'homme. De plus, dans une perspective industrielle ces tests doivent permettre un débit
relativement important, étre faciles a mettre en ceuvre et donc transférables et enfin, en lien
avec les besoins des toxicologues dans I'évaluation du risque associé a une molécule donnée,
'approche alternative doit permettre de déterminer de maniére quantitative le potentiel
sensibilisant de la molécule. Actuellement il est admis qu'un seul test ne permettra pas de
remplir tous ces critéres et qu’une batterie de tests doit étre développée (Jowsey et al., 2006;
Natsch et al., 2009). De nombreux tests sont en cours de développement, a un stade plus ou
moins avanceé et visent a analyser les différentes propriétés des sensibilisants (pénétration dans
les couches cornées de I'épiderme, réactivité chimique vis-a-vis de nucléophiles, capacité
d’activer la réponse innée au niveau des cellules cutanées, induction de la prolifération de LT
spécifiques de I'hapténe...). Certains sont déja au stade de la validation pour une acceptation
réglementaire (Aeby et al., 2010). Dans les paragraphes suivants nous détaillerons les tests
alternatifs résultant de la connaissance des mécanismes d’action pré-immuns des sensibilisants

en résumant leurs principes et leurs performances de prédiction.

A) Approches in silico ou toxicologie computationnelle

Les méthodes de prédiction in silico sont basées sur le postulat que les propriétés des
molécules (dont les propriétés biologiques) dépendent de leur nature intrinséque et peuvent étre
prédites directement a partir de leur structure moléculaire et/ou déduites des propriétés de
composés proches dont l'activité est connue. Ces méthodes comprennent les modéles
structures activité quantitatives ou non [(Quantitative) Structure Activity Relationship —(Q)SAR)]
ainsi que les approches de groupement/catégorisation chimiques et read across (extrapolation).
Les (Q)SAR sont donc des modéles théoriques qui rattachent la structure et les propriétés
physico-chimiques d’'une molécule a des activités biologiques/toxicologiques, grace a la

définition de descripteurs moléculaires. Dans le cas des modéles SAR, les liens sont qualitatifs
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tandis que les modéles QSAR permettent une quantification du potentiel. Parmi les approches
(Q)SAR on distingue les modéles empiriques/statistiques qui prédisent a partir de régles
statistiques établies sur un grand nombre de données (par ex. TOPKAT), des modéles
mécanistiques ou modéles experts qui prédisent a partir de connaissances sur les mécanismes
d’action des molécules (par ex. DEREK) (Sanderson and Earnshaw, 1991; Barratt et al., 2000).
Il existe également des modéles hybrides qui combinent les deux approches (e.g. TIMES-SS)
(Patlewicz et al., 2007b). Ces modeles peuvent ensuite étre catégorisés en modéles locaux ou
globaux, selon qu’ils s’appliquent pour une classe chimique bien spécifique ou pour des classes
multiples avec plusieurs mécanismes d’action. Un certain nombre de modéles, disponibles
commercialement, présentent des modules de prédiction de la sensibilisation: TOPKAT,
DEREK, TOPS-MODE, Multi-CASE et TIMES-SS. Dans ce dernier, un simulateur de
métabolisme cutané est intégré.

En plus des modéles prédisant le caractére sensibilisant des molécules, il existe des modéles
comme TOXTREE qui associent les molécules a un domaine mécanistique de réactivité
(Dimitrov et al., 2005; Patlewicz et al., 2008). Ainsi, dans le cas de la sensibilisation, cinq
classes de mécanismes réactionnels ont été identifiées : accepteurs de Michael, électrophiles
de type SNAr, électrophiles SN2, bases de Schiff et agent acylants (Aptula et al., 2005; Aptula
and Roberts, 2006), comme décrits dans le chapitre « Réactivité des hapténes ».

Des études de performances des différents outils ont été réalisées par le passé mais sont
difficilement comparables car varient en fonction de la taille des sets d’évaluation, des espaces
chimiques couverts et des versions de logiciel considérées (Patlewicz et al., 2007a; Roberts et
al., 2007). De plus, de fagon encore plus marquée que pour les autres tests, la notion de

domaine d’application est déterminante pour les outils in silico.

B) Approches in chemico, test DPRA (“Direct Peptide Reactivity Assay”)

Comme nous l'avons vu précédemment, la majorité des hapténes sont des électrophiles et
réagissent de ce fait avec des nucléophiles cellulaires comme le GSH ou des résidus des
protéines comme la cystéine (Cys) ou la lysine (Lys), le plus souvent en formant des liaisons
covalentes. Cette caractéristique peut étre mesurée en utilisant des tests de réactivité
peptidique. Différentes méthodes existent (Roberts et al., 2008): la mesure de la réactivité en
cinétique, la détermination de la dose donnant 50% de réaction a un temps donné ou encore la
quantification du pourcentage de déplétion. La plupart des tests mesure soit la disparition du
nucléophile soit la formation de I'adduit entre I'électrophile et le nucléophile et ce par différentes

méthodes analytiques [HPLC (chromatographie liquide de haute performance) UV ou HPLC
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couplée a la spectrométrie de masse]. Dans un cas le test est rapide, quantitatif et adapté a
I'évaluation en routine et dans l'autre, le test permet une connaissance plus fine de la réaction et
des mécanismes réactionnels mis en jeu. Les nucléophiles souvent utilisés dans les tests sont
des peptides de synthése avec un ou plusieurs résidus Lys, His ou Cys (Gerberick et al., 2004;
Gerberick et al., 2007; Gerberick et al., 2008; Natsch and Emter, 2008; Natsch and Gfeller,
2008). Le GSH, tripeptide et thiol le plus abondant dans les cellules, est également utilisé
(Bohme et al., 2009).

Le protocole du test DPRA, développé par les équipes de Gerberick et Lepoittevin (2004)
mesure par HPLC UV la déplétion par une molécule de deux peptides de synthése contenant
des résidus Cys ou Lys (Gerberick et al., 2004; Gerberick et al., 2007). Le modéle prédictif du
test utilise un arbre de décision aboutissant a la définition de catégories de réactivité (Gerberick
et al., 2007). En utilisant ce test, la réactivité ainsi mesurée montre une trés bonne corrélation
(>80%) avec les catégories de potentiel mesurées par le LLNA. Le DPRA est a présent dans
une phase de pré-validation a 'TECVAM.

De nombreuses variantes sont actuellement travaillées, que ce soit sur la nature des peptides
utilisés, leur nombre, les cinétiques d’incubation/d’analyse ou encore les type d’analyse
(formation adduits, réactivité sur les thiols, oxydation du peptide...) (Aleksic et al., 2008; Roberts
and Natsch, 2009). De plus, des optimisations de ce test sont en cours afin d’augmenter le
domaine d’applicabilité du test et de pouvoir tester des molécules peu hydrosolubles
(microémulsion) ou des pro-hapténes nécessitant une oxydation pour étre actifs (systéme

d’oxydation/métabolisation) (Gerberick et al., 2009).

C) Tests d’activation des cellules myéloides, MUSST (« Myeloid U937 Skin
Sensitization Test »)

Comme nous l'avons vu précédemment, lors du contact avec I'hapténe et en réponse aux
signaux de danger pergus, la DC est activée (i.e. augmentation des molécules de co-stimulation
et d’adhésion, sécrétion de cytokines, perte des fonctions de capture d’antigénes). Les DC et
leurs mécanismes de maturation étant bien documentés, elles sont largement utilisées pour le
développement de tests in vitro de détection du potentiel sensibilisant. Parmi les différents types
de cellules de type DC on distingue deux sources principales : les DC différenciées a partir de
cellules précurseurs du sang [a partir de monocyte CD14" (mo-DC) ou de cellules souches de
sang de cordon CD34" (CD34-DC)] et les lignées cellulaires myéloides. Bien que de
nombreuses études montrent que les DC issues de précurseurs de sang, modéle le plus

pertinent physiologiquement, ont la capacité de discriminer les molécules sensibilisantes sur la

117



118



INTRODUCTION Partie Il : Réponse cellulaire aux sensibilisants

base d’un set de marqueurs (dos Santos et al., 2009), leur mise en ceuvre reste limitée pour des
problémes d’approvisionnement, de colt et en raison de la complexité de leur préparation et
surtout de l'importante variabilité qu’il existe entre différents donneurs (Casati et al., 2005). Pour
pallier aux problémes de variabilité, des lignées cellulaires myéloides comme les lignées THP-1,
U937, KG-1 et MUTZ-3 sont utilisées. Les différentes lignées ainsi que les paramétres associés
utilisés pour détecter le pouvoir sensibilisant des molécules a récemment été synthétisé (dos
Santos et al., 2009). Actuellement deux tests (h-CLAT et MUSST) sont bien avancés dans le
processus de validation auprés de 'ECVAM. Dans le test MUSST développé par L'Oréal et
Cosmital SA, Procter & Gamble (Rousset et al., 2000; Ade et al., 2006; Python et al., 2007), les
cellules U937 sont exposées en plaques 96 puits pendant 48h a une gamme de six
concentrations de la molécule a tester. La viabilité cellulaire ainsi que I'expression de la
molécule de co-stimulation CD86 sont analysées en cytométrie en flux. Une molécule est prédite
sensibilisante si elle induit une augmentation du CD86 supérieure a 150% des cellules non
traitées et si cette induction est dose-dépendante. Les performances générales du test sont

supérieures a 80%.

Par ailleurs, plusieurs études génomiques ont été réalisées sur des DC (moDC, CD34-CD,
lignées U937 et THP-1) (Ryan et al., 2004; Gildea et al., 2006; Cluzel-Tailhardat et al., 2007;
Schoeters et al., 2007; Python et al., 2009). Ces études ont permis de mettre en évidence non
seulement des sensibilisants forts (DNCB) mais également des sensibilisants faibles et modérés
(eugenol, hexyl cinnamic aldéhyde, hydroxycitronellal). Méme si le set de génes permettant de
discriminer les sensibilisants des autres molécules difféere en fonction des conditions
expérimentales, la plupart des études met en évidence des génes cibles de Nrf2 (nqo1, ho-1, il-
8 ...) sous le contréle du promoteur ARE comme marqueurs spécifiquement modulés par les
sensibilisants. Actuellement plusieurs tests de prédiction issus de ces approches génomiques
sont disponibles et présentent de relativement bonnes performances [Vitosens® (Hooyberghs et
al., 2008; Lambrechts et al., 2009), Sensitiv GARD® (Johansson et al., 2011)].

D) Activation des KC, le test KeratinoSens

L’'importance de la voie de signalisation de réponse au stress oxydant (voie de signalisation
Keap1/Nrf2/ARE) suite a I'application d’un sensibilisant a été traduite dans un test par le groupe
Givaudan (Parfumeur) via la construction d’'une lignée contenant un géne rapporteur constitué
des séquences ARE du géne humain AKR1C2 inséré en amont du géne codant pour la

luciféerase (Natsch and Emter, 2008; Natsch et al., 2011). La lignée de kéractinocytes HaCaT a
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ainsi été transféctée de maniére stable et elle est a présent utilisée sous le nom de la lignée
rapportrice KeratinoSens. L’induction de la luciférase est utilisée pour évaluer des sensibilisants.
Les performances de prédiction ont été analysées sur un set de 67 molécules de références et
une concordance générale de 85% a été déterminée. Une étude inter-laboratoires récemment
achevée montre que le test est simple a mettre en ceuvre, transférable et reproductible (Natsch
et al., 2011). Pour toutes ces raisons, le test est considéré comme un bon candidat pour une
pré-validation a TECVAM.

Ainsi un certain nombre de tests, basés sur la connaissance des mécanismes d’action
moléculaires et cellulaires des sensibilisants, existent. Au-dela des cytokines et des chimiokines
et de leurs voies de signalisation, les médiateurs lipidiques et en particulier les prostaglandines
sont décrites pour participer a la maturation des DC et ont un réle important dans la modulation
de la réponse immunitaire. Dans la derniére partie de cette introduction nous nous intéresserons
a la prostaglandine E,, sa synthése, ses fonctions immunomodulatrices ainsi que ses liens

éventuels avec les mécanismes de 'HSRC.
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Partie lll : La prostaglandine E,, un métabolite de I’acide
arachidonique

. Métabolisme de I’acide arachidonique (AA)

Les eicosanoides sont des médiateurs lipidiques intervenant notamment dans les réactions
inflammatoires. lls sont issus de la métabolisation d’acides gras polyinsaturés comportant 20
atomes de carbone et 3 a 5 doubles liaisons cis. Parmi les constituants des lipides cellulaires,
'acide arachidonique (AA) ou acide 5, 8, 11, 14 eicosatétraénoique C20:4 est l'acide gras
prépondérant. Suite a sa libération des lipides membranaires sous 'action des phospholipases,
I'AA peut étre métabolisé par la voie des cyclooxygénases (COX) conduisant a la synthése de
prostanoides (prostaglandines, thromboxanes et prostacyclines) (Smith, 1992), par la voie des
lipoxygénases (LOX) conduisant a la synthése des leucotrieénes, des acides hydroperoxy- et
hydroxy-eicosatétraénoiques (HPETEs et HETEs) et des lipoxines (Goetzl et al., 1995), et/ou
par la voie des monooxygénases dépendantes du cytochrome P450 conduisant a la formation
des acides époxyeicosatriénoiques (EET) qui sont rapidement hydrolysés par I'époxyde
hydrolase en acides dihydroxyeicosatrienoiques (DHET) (Holtzman, 1991; Spector, 2009). Ces
différentes voies de métabolisation sont schématisées dans la figure 9A.

Chez 'homme, les eicosanoides produits en réponse a un stimulus agissent par voie autocrine
(Narumiya et al., 1999) ou paracrine (Yokomizo et al., 1997). De par leurs multiples fonctions
biologiques (résumées dans le tableau 2) les eicosanoides sont d’importants médiateurs des
événements physiologiques. lls contribuent également aux différents aspects d’'une réaction
inflammatoire aigué (fievre, douleur, cedéme) et sont impliqués dans différentes pathologies a
composante inflammatoire parmi lesquelles on peut citer 'asthme, la polyarthrite rhumatoide, les
leucémies pour les leucotrienes et le cancer, les maladies cardiovasculaires et intestinales pour
les prostanoides.

Dans la suite de ce chapitre, nous nous focaliserons sur 'une des familles de métabolites de
I'AA, les prostanoides et plus particulierement sur la prostaglandine E, (PGE,), en détaillant la
voie métabolique des cyclooxygénases conduisant a leur synthése. Nous nous intéresserons
enfin a leur mode d’action, leurs fonctions immunomodulatrices ainsi que leurs liens éventuels

avec les mécanismes de 'HSRC.
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Figure 9 : Métabolisme de I'acide arachidonique
A) Cascade métabolique de I’AA par la voie des COX, LOX et CYP450
B) Métabolisme de la COX-2, détail des structures chimiques des métabolites
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Tableau 2 : Principales activités biologiques des eicosanoides

Eicosanoides

Effet biologique majeur

PGD,

Bronchoconstriction
Faible inhibiteur de I'agrégation plaquettaire

PGE,

Stimulation réponse hyperalgique (douleur)
Promotion inflammation

Elévation du point de thermorégulation dans I’hypothalamus

antérieur (fieévre)

Vasodilatation rénale et bronchiale

Inhibiteur de I'agrégation plaquettaire
Réduction des sécrétions gastriques acides
Stimulation relaxation du muscle lisse de 'utérus

PGFyq

Bronchoconstriction, vasoconstriction
Stimulation contraction muscle lisse utérin

TXB,

Bronchoconstriction, vasoconctriction,
Agrégation plaquettaire

PGI,

Vasodilatation, bronchiodilatation

Inhibition de I'agrégation plaquettaire
Relaxant utérin

Augmentation de la perméabilité vasculaire
Amplification de la réponse nerveuse (douleur)

LTB,

Migration, adhésion et activation des leucocytes
Mucosécrétion

LTCy, LTDy, LTE,

Bronchoconstriction, vasoconstriction
Augmentation de la perméabilité vasculaire
Recrutement des leucocytes

5- ou 12- HPETE

Vasodilatation circulation gastritique (animaux)

5- ou 12- HETE

Agrégation leucocytes
Promotion chimiotactisme

Lipoxine

Inhibition recrutements leucocytes
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Il. Synthése des prostanoides

La premiéere prostaglandine, isolée par M. W. Goldblatt et U.S. von Euler en 1935 a partir
des glandes de la prostate et du liquide séminal, avait été caractérisée pour sa capacité a
induire la contraction du muscle lisse et a réduire la pression sanguine. La plupart des
cellules synthétise des niveaux basaux quasiment indétectables de prostaglandines, mais,
suite a leur activation, les cellules sont rapidement capables de synthétiser de novo des
prostaglandines, qui agissent de fagon para ou autocrine. Un large spectre de stimuli
(cytokines, facteurs de croissance, traumatisme mécanique, agents pathogénes...) régule
cette synthése. La prostaglandine E, (PGE,) aussi appelée dinoprostone est la
prostaglandine la plus abondante de la voie métabolique des cyclooxygénases. Il s’agit d’'un
acide carboxylique insaturé constitué d’une chaine principale a 20 carbones contenant un
cycle cyclopentane. Les prostaglandines E, (PGE;) D, (PGD,), F»« (PGFy,), la prostacycline
I, (PGl,) ainsi que le thromboxane B, (TxB,), appartiennent tous aux prostaglandines de la
série 2 puisqu’ils comportent deux doubles liaisons sur leurs chaines latérales mais ils
difféerent cependant par leur degré d’oxydation (fig. 9B) (Smith et al,, 2000; Funk, 2001;
Harris et al., 2002; Simmons et al., 2004). La cascade métabolique conduisant a la synthése
de ces prostanoides qui sera détaillée par la suite comprend trois principales étapes: 1) la
mobilisation de I'AA par les phospholipases A, (PLA,), 2) I'oxydation/peroxydation de I’AA en
prostaglandine H, (PGH,) sous l'action des COX et 3) la métabolisation de PGH, en

différents prostanoides sous l'action des synthases.

A) Déclenchement de la cascade métabolique, le réle des phospholipases A,
(PLA,) dans la mobilisation de 'acide arachidonique (AA)

1) Les phospholipases A;

L’AA est présent dans la cellule sous forme estérifiee au niveau des phospholipides
membranaires en position sn-2. Les phospholipides membranaires concernés sont
principalement la  phosphatidylcholine mais aussi la phosphatidylsérine, le
phosphatidylinositol, la phosphatidyléthanolamine et le phosphatidylglycérol. L’AA peut
également étre lié aux lipides neutres sous forme d’acylglycérol ou peut se trouver sous
forme estérifiée au cholestérol.

La premiére étape de la syntheése des prostanoides est la libération de I'AA a partir des
phospholipides membranaires. Cette étape limitante fait intervenir des PLA,.

La famille des PLA; est un groupe important et diversifié d’enzymes qui sont regroupées en
plusieurs sous-familles principales basées sur leur homologie de structure et leur localisation

cellulaire. Les PLA, hydrolysent la liaison ester des phospholipides en sn-2 en libérant un
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acide gras et en formant un lysophospholipide. Les PLA, des mammiféres peuvent étre
regroupées en 3 familles principales : les formes secrétées (sPLA;), les formes cytosoliques
calcium-indépendantes (iPLA,) et les formes cytosoliques calcium-dépendantes (cPLA))
(Burke and Dennis, 2009).

Les PLA, sécrétées (sPLA,) sont généralement caractérisées par un faible poids moléculaire
(14-19 kDa), comportent I'histidine et I'acide aspartique dans leur site catalytique et ne sont
pas spécifiques d’acide gras. Le calcium sert de cofacteur catalytique dans l'activité des
sPLA,. Alors que le réle des PLA, cytosoliques (du groupe IVA) est bien établi dans la
synthése des eicosanoides, I'implication des sPLA, dans ce processus n’est pas clairement
identifié (Lambeau and Gelb, 2008). Toutefois, il est bien établi que la sPLA, du groupe [IA
s'accumule a un niveau élevé au cours de l'inflammation, par exemple, dans le fluide
synovial de patients souffrant d'arthrite, en particulier de polyarthrite rhumatoide, et dans le
sérum des patients septiques. La fonction biologique la mieux comprise des sPLA; est leurs
réles dans 'immunité innée comme un puissant agent antimicrobien.

Les iPLA; font parties du groupe VI de la famille des PLA,. De méme que pour la cPLA,, le
poids moléculaire de la iPLA, est plus élevé (65 et 85 kDa respectivement). Toutes les
enzymes de ce groupe sont caractérisées par une activité catalytique en absence de
calcium. Comme les cPLA,, les iPLA, présentent une sérine dans le site actif pour catalyser
le clivage de la liaison ester en sn-2, mais contrairement aux cPLA,, elles ne montrent pas
de spécificité pour I'AA. Les iPLA; interviendraient a I'état basal dans le remaniement des

acides gras dans les phospholipides membranaires (Balsinde and Dennis, 1997).

2) La cPLA;

Les phospholipases de type IV cytosoliques (cPLA,) sont centrales dans la synthése des
prostaglandines a partir de I'AA puisque des cellules déficientes pour cette isoforme ne sont
pas capables de produire de prostaglandines (Bonventre et al., 1997). Les cPLA, sont des
enzymes largement distribuées et leurs transcrits sont exprimés a un niveau relativement
constant dans tous les tissus humains, y compris dans les KC. En revanche, elles sont
totalement absentes des lymphocytes B et T matures. Une variété de cytokines (IL-18, TNF-
a), de facteurs de croissance (CSF) ont été décrits comme capables d’'induire la synthése et
l'activité des cPLA,. En effet, le promoteur du géne de la cPLA, contient des sites de fixation
pour les facteurs de transcription NF-kB, NF-IL6, AP-1, AP-2, PEA3, OCT, C/EBP et des
éléments de réponse a I'lFN-y ainsi qu’aux glucocorticoides. D’autre part, il a été montré que
certains facteurs comme le phorbol myristate acétate (PMA), des facteurs de croissance ou
encore le sérum exercent une régulation post-transcriptionnelle sur la cPLA,, en augmentant

la demi-vie de 'ARNm de la cPLA, dans des cellules mésenchymateuses de rat (Tay et al.,
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1994). Parmi les neufs résidus cystéine qui composent I'enzyme et assurent sa stabilité en
milieu réducteur, certains, dont la Cys®' sont proches du site actif et semblent
indispensables pour I'activité de la cPLA,, puisqu’il a été montré in vitro que leur modification
par des actifs réagissant avec les thiols (ex. DTNB) entraine la perte d’activité de I'enzyme
(Li et al., 1996; Kramer and Sharp, 1997) (fig. 10). D’autre part, plusieurs faisceaux de
preuves convergent a démontrer que la cPLA, contient une sérine nucléophile dans son site
actif. Précisément, des études ont montré que des mutations sur la Ser?® entrainent la perte
de l'activité catalytique, suggérant le réle prépondérant de cette Ser dans le site actif (Leslie,
1997) (fig. 10). L’enzyme est constituée de deux domaines avec des fonctions structurale et
fonctionnelle distinctes: I'extrémité N-terminale qui se lie a la membrane et I'extrémité C-
terminale responsable de l'activité catalytique. La cPLA, a besoin de calcium pour son
activité, plus nécessaire a la liaison de l'enzyme a la membrane ou aux vésicules
phospholipidiques que pour l'activité catalytique elle-méme. En effet, la cPLA, contient un
domaine de liaison aux phospholipides calcium-dépendant (CaLB) dans son extrémité N-
terminale qui présente une forte homologie avec les domaines C2 des formes
conventionnelles de la PKC. Ainsi, lorsque la concentration intracellulaire en Ca® augmente,
enzyme « transloque » depuis le cytosol vers les membranes du Golgi ou périnucléaires.
Quatre des cing groupes acides qui sont supposés se lier au Ca?* (Asp®’, Asp®, Asp® et
Glu'®) sont présents dans le domaine de CalLB (Leslie, 1997). Une concentration de calcium
entre 0,3 et 1 uM favorise la liaison de la cPLA, a la membrane et ce résultat corréle avec les
concentrations nécessaires pour stimuler in vitro I'activité catalytique de 'enzyme. Dans de
nombreux types cellulaires, une augmentation stable de I'activité de la cPLA, est observée
en présence d’agonistes induisant la phosphorylation des Ser. Plus précisément, il a été

°% et/ou de la Ser’?, induite par

montré que la cPLA, requiert une phosphorylation de la Ser
les MAPK, dont la p38 (Clark et al., 1995). D’autres types de kinases comme les PKC ou la
protéine kinase A (PKA) peuvent phosphoryler la cPLA, in vitro. In vivo, il n'y a pas en
revanche de preuve d’une phosphorylation directe de la cPLA, par les PKC. L’activation des
PKC doit donc agir indirectement sur la phosphorylation via I'activation de la cascade de
kinases conduisant in fine a I'activation de MAPK, telles p42, p43, p38 ou encore JNK qui ont
montré la capacité in vitro de phosphoryler directement la cPLA, (Kramer et al., 1996). Dans

certains types cellulaires, une mutation au niveau de la Ser®%®

n'a pas d’effet sur la
translocation de I'enzyme mais annule la mobilisation d’AA ; ces résultats montrent bien la
nécessité d’avoir 'ensemble des signaux pour que l'activité de I'enzyme soit optimale : 1)

une augmentation du Ca®" intracellulaire et 2) la phosphorylation de I'enzyme.
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Figure 10 : Représentation schématique de la structure primaire de la cPLA, (Leslie, 1997).

La partie N-terminale contenant le domaine CalB (orange) permet la liaison a la membrane calcium
dépendante. La Serine®® est phosphorylée par les MAPK. Les résidus essentiels a |'activité catalytique sont
représentés en violet. La Serine®”® constitue le site actif nucléophile. La modification du thiol de la
Cysteine331 (vert) conduit a la perte de I'activité de 'enzyme.

B) Le devenir de I'AA libéré, la voie des cyclo-oxygénases (COX)

1) Les cyclooxygénases

La synthése de prostanoides étant conditionnée par la quantité d’AA libéré, I’AA mobilisé par
la cPLA, est immédiatement métabolisé au niveau de I'extrémité luminale des membranes
nucléaires et du réticulum endoplasmique (RE) en un intermédiaire prostaglandine H, (PGH,)
sous I'action des COX.

Les COX, également appelées « prostaglandine endoperoxyde synthases » en référence a
leur activité enzymatique, catalysent en effet deux réactions successives (fig. 11/12A): 1)
une cyclo-oxygénation : insertion d’oxygéne moléculaire (en position 9, 11 endoperoxyde)
concomitante a une cyclisation, formant le 15-hydroperoxyde de I'AA et conduisant a la
production de la prostaglandine G, (PGG,); 2) une peroxydation: réduction de
I'hydroperoxyde pour former [I'hydroxyle correspondant (réaction d’hydroperoxydation)
conduisant a la formation de la PGH,. L’enzyme COX, existe sous trois isoformes (Smith et
al., 2000; Simmons et al., 2004; Park and Christman, 2006). La forme exprimée
constitutivement, COX-1 est responsable de la synthése des prostanoides au niveau basal
ainsi que lors d’une stimulation pour une synthése immédiate de prostanoides, tandis que
COX-2 est induite par des cytokines, facteurs de croissance et essentiellement impliquée
dans la régulation de la réponse inflammatoire. Récemment, une troisieme isoforme, COX-3,
a été décrite. Il s’agit d’'une variante par épissage alternatif de COX-1 exprimée surtout dans
le cerveau et le coeur.

Les COX sont composées de 4 domaines distincts dans leur structure protéique : un

domaine EGF-like (« Epidermal Growth Factor ») dans la partie N-terminale, un domaine de
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lisison a la membrane (MBD/« Membrane Binding Domain ») et un grand domaine
correspondant aux deux sites catalytiques (cyclo-oxygenase et peroxydase) de I'enzyme
comportant la partie hémique (Simmons et al., 2004). La partie C-terminale, de taille trés
restreinte, appelée PTEL pour COX-1 et STEL pour COX-2 correspond au peptide signal de
rétention dans le RE. La structure des COX, comprenant des hélices a 50 acides aminés,
permet un ancrage hydrophobe a la membrane. En effet, COX-1 et COX-2 sont hémi-
membranaires, localisées dans le RE (cété luminale) ainsi que sur la membrane nucléaire
(Otto and Smith, 1994; Spencer et al., 1998). La demi-vie catalytique des COX est
relativement courte (1 a 2 minutes) quand elles sont exposées a des concentrations d’AA
proches de Vmax. Ceci s’explique par la formation de peroxyde arachidonique et autres
espéces radicalaires comme le malondialdehyde qui attaquent directement la structure des

enzymes.
2) COX-2

L’isoforme COX-2, pas ou peu exprimée dans les tissus normaux, est induite par des
cytokines, facteurs de croissance, oncogénes ou encore des promoteurs de tumeur. La
structure du géne, situé sur le méme chromosome que la cPLA, (chromosome1qg25), se
compose de 10 exons et code pour une protéine de 74 kDa que I'on trouve sous la forme
d'un homodimére. En amont du géne, on trouve des éléments de régulation
transcriptionnelle, notamment Sp1 et AP-2 identiques a la région régulatrice de COX-1 mais
également AP-1, NF-kB, CRE/E box (Sirois and Richards, 1993) (fig. 11). De plus, PPAR-y
régule aussi la transcription du géne codant pour COX-2 (PPRE) (Chene et al., 2007). En
Western Blot 'enzyme est fréquemment observée sous une forme pluri-glycosylée (multiples

bandes), dont la fonction a ce jour n’est pas connue (Nemeth et al., 2001).

A O A Jr

il [ | ETH K e

AGGTCACAG GTCA GGGGATTCCC GGGACTACCC TTACGCAAT TTCGTCA

Figure 11 : Facteurs de transcription régulant I'expression du géne de COX-2.
PPRE : PPARy Response Element ; AP-1 : Activation Protein 1 ; NF-kB : Nuclear Factor kappa B ; C/EBP :
CCAAT Enhancer Binding Protein-a; CRE : cCAMP Response Element.

Les deux homodiméres de I'enzyme sont maintenus via des interactions hydrophobes, des
liaisons hydrogénes et des ponts salins entre les domaines de dimérisation de chaque

monomere. Trois ponts disulfures maintiennent le complexe et un quatriéme joint le domaine
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de dimérisation au domaine catalytique globulaire. La présence de liaisons disulfures, qui
nécessitent un environnement oxydant, est en cohérence avec la localisation des COX, cété
luminal des membranes nucléaire, golgienne ou endoplasmique, qui ont un état redox
significativement plus oxydant que le cytosol. COX-2 est une enzyme bifonctionnelle avec
deux sites actifs distincts (fig. 12B). Le site actif cyclooxygénase est un tunnel étroit,
d’approximativement 8 Angstroms de large et 25 de long, qui s’ouvre sur le domaine de
liaison a la membrane. Ce site accepte I'AA libéré. Les acides aminés qui le constituent sont
relativement hydrophobes et servent de « solvant » au substrat lui-méme hydrophobe (Picot
and Garavito, 1994). L’Arg""® établit une liaison de coordination avec le groupe carboxyl de

3% contenue dans le site actif forme

I'AA par un pont salin ou une liaison hydrogéne. La Tyr
un radical tyrosyl essentiel a l'initiation de la réaction de cyclooxygenation par abstraction de
'hydrogéne de I'AA. A linverse du site actif cyclooxygénase, le site actif peroxydase
globulaire constitué de deux lobes distincts forme une cavité accessible a la surface de
enzyme éloigné de la membrane. C’est sur ce site que 'héme est lié via une liaison de
coordination Fer-Histidine. Les deux réactions cyclooxygénase et peroxydase sont
interconnectées. L’activation de I'enzyme COX nouvellement synthétisée via la

phosphorylation de la Tyr*®®

pour produire le radical tyrosyl, nécessite, au niveau du site
peroxydase, la présence de 'hnéme dont le radical protoporphyrine est réduit en Fer IV.
D’autre part, le radical tyrosyl convertit ensuite I'AA en un radical arachidonyl qui réagit avec
deux molécules d’oxygéne pour former la PGG,, qui diffuse ensuite vers le site peroxydase
pour y étre réduit en PGH.. Ainsi, l'activité cyclooxygénase est dépendante de I'oxydation de
’héme, soit de l'activité peroxydase mais cette dépendance est limitée a linitiation de
I'activité car ensuite, le radical tyrosyl est régénéré a chaque cycle catalytique (fig. 12C). La
demi-vie des COX est courte a cause du phénoméne d’auto-inactivation, peu décrit mais
dans lequel on suspecte le radical Tyr de modifier des protéines de I'enzyme.

Parmi les inhibiteurs spécifiques de COX-2 on trouve le celcoxib, le meloxicam, le
nimesulfide et le NS-398. Des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), a I'exception de
l'aspirine inhibent de fagon compétitive le site actif de la cyclooxygénase. L’acide
acétylsalicylique (aspirine), quant a lui, est un inhibiteur partiel de COX-2 via I'acétylation
d’'une sérine en position 516. Au-dela de linhibition de la PGH, et donc des prostanoides qui
s’en suit, 'activité péroxidase résiduelle confére a 'enzyme traitée par I'aspirine une activité
anti-inflammatoire supplémentaire en produisant de I'acide 15R-hydroxy eicosatétraénoique
(15R-HETE) qui sous I'action d’une lipoxygénase pourra générer de la 15-epi-lipoxine A4, un

puissant anti-inflammatoire (Chiang et al., 2004).
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Figure 12 : Activité catalytique de la COX-2 (Chandrasekharan and Simmons, 2004)
A) Les deux réactions enzymatiques de la COX-2

La conversion de I’AA en PGG, par I'activité cyclooxygénase et la conversion de la PGG, en PGH, par I'activité
peroxydase.

B) Shéma de coupe transversale d’'un monomeére de COX dans le lumen du reticulum endoplasmique

Positionnement des deux sites catalytiques distincts (Cx : site catalytique cyclooxygénase ; Mb : domaine de
liaison avec la membrane, Px : site catalytique peroxydase).

C) Mécanisme de réaction de la COX

1) Dans un premier temps le radical porphyrine ferryl-oxo FelV de I’héme du site actif péroxydase est produit
lorsque des oxydants endogénes oxydent I’héme ferrique Felll en radical protoporphyrine ferryl-oxo FelV. 2) la
Tyr *# du site actif cyclooxygenase est activée par le radical protoporphyrine FelV pour produire un radical
tyrosyl. 3) Dans les premieres étapes du processus d’oxydation, le 13-pro(S) hydrogéne de I’AA du site actif de
COX réagit avec le radical tyrosyl pour former un radical arachidonyl. 4) Il s’en suit une réaction du radical
arachidonyl avec deux molécules d’oxygene pour former la PGG,. 5) La PGG, diffuse vers le site actif
peroxydase (ligne en pointillés) ou elle est réduite en PGH, par I'activité peroxydase (1). Abbréviations : AA :
Acide arachidonique, EnR : Réducteur endogéne, Fe+++ : heme ferrique, Fe=O++++ : radical porphyrine ferryl-
oxo FelV, Tyr-OH : tyrosine du site actif, Tyr-O : radical tyrosyl.
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C) De PGH, aux prostaglandines finales, le role des prostaglandines
synthases

A partir de la PGH,, les différents prostanoides (TxA,, PGl,, PGE,, PGD, et PGF,,) sont
respectivement formés par lintermédiaire de la thromboxane et des prostaglandines
synthases. Concernant PGE,, il existe au moins 3 types de prostaglandine synthases chez
lhomme : une forme cytosolique, la cPGES, et deux formes associées a la
membrane/microsomales, mPGES-1 et mPGES-2. La cPGES est exprimée de maniere
constitutive relativement abondamment et de préférence associée a COX-1. L’'expression de
la mPGES-1, rare au niveau constitutif, (méme si rapportée dans certains types cellulaires)
est induite par des cytokines, facteurs de croissance et le LPS et souvent associée a COX-2.
Dans de nombreux cas, I'induction de la mPGES-1 est en effet concomitante d’une induction
de COX-2, et cette induction coordonnée, ainsi que 'augmentation attenante de production
de PGE,, est annulée par des anti-inflammatoires de type glucocorticoides (Murakami et al.,
2000). Toutefois, des différences au niveau des cinétiques d’induction suggérent que les
mécanismes de régulation de I'expression sont différents (Stichtenoth et al, 2001). La
comparaison des séquences promotrices des deux génes met en effet un certain nombre de
différences en évidence, notamment, le promoteur du gene mpges-1 est riche en éléments
GC mais ne posséde pas de TATA box, contrairement a celui de ptgs-2 (codant pour COX-2).
La mPGES-1 appartient a la famille des MAPEG (« Membrane Associated Protein in
Eicosanoid and Glutathion metabolism »). La structure de la mPGES-1 en complexe avec le
GSH est constituée de 3 sous-unités pour former un homotrimére. La mPGES-1 comme la
cPGES est en effet dépendente du GSH qui agit en tant que co-facteur essentiel a son
activité (Murakami et al., 2000; Samuelsson et al., 2007). Les premiéres études démontrant
le rble critique de mPGES-1 dans la production induite de PGE; in vivo, publiées en 2002
(Uematsu et al.,, 2002) montrent que la biosynthése de PGE, dans des macrophages
péritonéaux induite par le LPS est totalement annulée pour des cellules mPGES-1".
L’induction montrée a la fois in vitro et in vivo de mPGES-1 en réponse a des stimuli pro-
inflammatoires comme I'lL-1, le TNF mais aussi le PMA et le LPS suggérent fortement que
mMPGES-1 est un élément essentiel de la production de PGE, durant une réaction
inflammatoire (Murakami et al., 2000; Stichtenoth et al., 2001; Samuelsson et al., 2007).
D’autre part, dans le modéle d’arthrite induite par le collagene, la réponse est plus faible
dans des souris MPGES-1" que chez les souris sauvages. De méme, chez la souris dans
les tests de stimulation par implantation sous-cutanée de fil de coton, la formation de tissus
granuleux inflammatoires et l'angiogénése attenante sont réduits dans des souris
mPGES-1" (Kamei et al., 2004).
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D) Transport et mode d’action

1) Transporteur des prostanoides

Pour agir en tant que molécules médiatrices, les prostanoides synthétisés doivent étre
excrétés des cellules qui les ont produits. Plusieurs membres de la famille des polypeptides
OAT (OATP) ont montré leur capacité a transporter des prostanoides (Schuster, 2002;
Hagenbuch and Meier, 2003). Le transporteur le mieux caractérisé est le transporteur de
prostanoides (PGT) qui a pu montrer in vitro dans des modeéles cellulaires et des ovocytes
une grande affinité pour des prostanoides (Kanai et al., 1995). Comme le PGT peut catalyser
I'échange prostanoides/lactate et que le gradient de lactate est dans la plupart des cellules
dirigé de l'intérieur vers I'extérieur, il apparait que le PGT est plus impliqué dans I'influx plutét
que dans l'efflux des prostanoides hors de la cellule (Chan et al., 2002). De la méme facon,
des membres de la famille des OAT/ACT (SLC22A) ont montré leur capacité a transporter
PGE, et PGF,, mais il semble également que ce soit dans le sens extra-intra cellulaire
(Enomoto et al., 2002; Kimura et al., 2002). Initialement, I'efflux des prostanoides de leur site
de synthése avait été décrit comme le fait d’'une diffusion passive au travers de la membrane.
En effet, d'aprés Schuster (2002) la forte concentration intracellulaire en [H'], exerce une
force permettant la diffusion des prostanoides (Schuster, 2002). Toutefois il apparait que
cette diffusion passive reste limitée puisque les prostanoides sont peu solubles dans les
milieux aqueux et qu’ils sont eux méme chargés négativement au pH physiologique. Ainsi il
apparait que la diffusion passive des prostanoides n’est pas suffisamment importante et
rapide pour expliquer leur efflux et qu'un transporteur est nécessaire pour augmenter le taux
d’efflux. Les transporteurs MRP (« Multidrug Resistance Protein ») et en particulier le MRP4
a récemment été identifie comme probablement impliqué dans ce processus puisqu’il est
capable de transporter PGE, in vitro. Les MRP, membres de la sous-famille C des « ATP
binding cassette ABC » sont des pompes actives qui lient et hydrolysent 'ATP pour
permettre la translocation du substrat a travers la membrane dans le sens inverse du
gradient de diffusion (Russel et al.,, 2008). Ainsi le transporteur MRP4 a la capacité de
transporter (efflux) des molécules impliquées dans la signalisation (nucléotides cycliques,
eicosanoides) (Russel et al., 2008) et notamment PGE, avec une affinité supérieure aux
autres MRP (Deeley et al., 2006). D’autres prostanoides comme TxB,, PGF,, et les LTC, et
LTB, sont également substrats des MRP pour leur excrétion. Ce transporteur est exprimé
dans de nombreux tissus comme lintestin, les neurones, la prostate, les vaisseaux sanguins
et le rein. Des études récentes ont montré que des souris déficientes pour mrp4 montrent
une diminution des prostanoides dans le plasma et une augmentation du seuil de douleur a

linflammation, comparativement aux souris sauvages (Lin et al., 2008b). De nombreux AINS
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sont de puissants inhibiteurs de MRP4 (Reid et al., 2003) et I'on peut penser qu’au-dela de
leur action sur la synthése des prostanoides les AINS agissent également en inhibant leur

sécrétion.
2) Les récepteurs aux prostanoides et leurs voies de signalisation

De par leur importante instabilité (thromboxane et prostacycline ont une demi-vie in vivo qui
n’excéde pas 30 secondes), les prostanoides doivent agir localement a proximité du site de
synthése et sécrétion. L’action de ces composés lipidiques se fait par voie auto ou paracrine
via des récepteurs. Il existe au moins 9 formes de récepteurs aux prostanoides connus chez
la souris et 'lhomme (Hirai et al., 2001; Monneret et al., 2001; Sugimoto and Narumiya, 2007).
Quatre d’entre eux se lient a la PGE, (EP1-4), deux a la PGD, (DP1-DP-2) tandis que la
PGF,, la PGIl, et le TxB, se lient respectivement aux FP, IP, TP. Ces récepteurs
appartiennent a la famille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a la
protéine G avec différents messagers secondaires en aval. Si on s’intéresse plus
particulierement au cas de la PGE,, les quatre récepteurs montrent des propriétés similaires
en termes de liaison au ligand mais ont des propriétés de transduction du signal différentes
(fig. 13). Par exemple, 'EP1, trés probablement couplé a G, induit I'élévation de la
concentration de calcium ; les récepteurs EP2 et EP4, associés a la protéine G contrblent la
concentration intracellulaire d’AMPc (adénylate mono-phosphate cyclique) et I'EPS3,
considéré comme un récepteur « inhibiteur », couplé a la protéine G; diminue la formation
d’AMPc. Ainsi les effets des prostanoides différent en fonction du type de récepteur impliqué
dans la transduction du signal et les effets de la PGE, vont dépendre du récepteur par lequel

le signal est transduit.

cAMP

PKA
(Régulation de génes)

Figure 13 : Voies de signalisation induites par les récepteurs EP1,2,3 et 4 de la PGE,.

G : protéine G ; AC : Adénylate cyclase ; DAG : Diacylglycérol ; IP3 : Inositoltriphosphate; PKA :
Protéine Kinase A ; PKC : Protéine Kinase C ; PLC : phospholipase C.
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3) Catabolisme

La magnitude des effets des prostanoides ne dépend pas seulement de leur production mais
également de leur métabolisme. Comme décrit précédemment, le transporteur de
prostaglandines PGT (Kanai et al., 1995), transporteur organique anionique, connu pour son
réle dans l'influx cellulaire des prostanoides depuis le compartiment extracellulaire, induit la
fin de linteraction entre les prostanoides et leur récepteur. Le PGT conduit les prostanoides
a I'enzyme cytoplasmique 15-OH-PG-dehydrogénase qui les oxyde et ainsi les inactive
(Schuster, 2002; Nomura et al., 2004). Les enzymes majoritairement responsables de
l'inactivation rapide (quelques minutes) de la PGE; sont les enzymes cytosoliques 15-céto-
prostaglandine-A13-réductase et 15-hydroxyprostaglandine deshydrogénase.

Notons que certains métabolites des prostanoides sont également des composés actifs et
ont la capacité d’activer des voies de signalisation. C’est le cas de la 15-deoxy-delta12,14-
PGJ, (15-dPGJ,), métabolite final de la PGD,, décrit comme un ligand endogéne de PPARYy

et connu également pour activer I'activité transcriptionnelle de Nrf-2 (Kim and Surh, 2006).

lll. Effet des prostanoides sur le systéme immunitaire

A) Aspects généraux

Les prostanoides et en particulier la PGE, sont produits par la quasi-totalité des cellules
humaines, soit de fagon constitutive, soit suite & une stimulation. Les cellules intervenant
dans l'immunité innée, incluant les macrophages, les DC et les granulocytes sont des
contributeurs majeurs a la production locale d’eicosanoides (Harizi and Gualde, 2004; Harizi
and Gualde, 2005). En fonction des enzymes exprimées par les différents types cellulaires,
la production de prostanoides varie suivant les cellules présentes sur les sites
inflammatoires. Ainsi, les mastocytes produisent la PGD, de fagon prédominante tandis que
les macrophages synthétisent plutét PGE, et TxB,. Les cellules dendritiques issues de la
moelle osseuse de souris sont capables de produire PGE, mais pas PGD,. Elles sont
également une source importante de LTB,.

Comme nous venons de le voir, la signalisation induite par les prostanoides sur les cellules
cibles se fait au travers de récepteurs divers, les effets biologiques de ces médiateurs sont
extrémement variés, complexes, dépendants de la quantité de prostanoides dans le
microenvironnement tissulaire, ainsi que du type de récepteurs EP exprimé par les cellules
cibles (Funk, 2001; Harris et al., 2002; Sugimoto and Narumiya, 2007). La figure 14

synthétise les principaux effets des prostanoides sur les cellules de I'immunité.
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Figure 14 : Principaux prostanoides et leurs effets sur les cellules de I'immunité innée et adatative

Dans l'inflammation, PGE, est impliqué dans I'ensemble des processus conduisant aux
signes classiques de l'inflammation : rougeur, douleur, gonflement (Funk, 2001; Harris et al.,
2002). La rougeur et 'cedeme résultent de 'augmentation du flux sanguin dans les tissus
inflammés, suite a une dilatation artérielle médiée par PGE, et une augmentation de la
perméabilité microvasculaire. L’hyperalgie est également liée a un signal induit par PGE; via
le récepteur EP1 des neurones périphériques. Du fait de son rble dans ces réponses
inflammatoires communes, PGE, a longtemps été décrit comme un médiateur pro-
inflammatoire. Cette catégorisation est renforcée par le fait que les traitements de cette
inflammation sont souvent des AINS, qui suppriment la production des prostaglandines, via
l'inhibition enzymatique de COX (Simmons et al., 2004).

Cependant, un certain nombre d’éléments laissent également penser que PGE, et les
prostanoides en général ont des effets anti-inflammatoires et seraient également
responsables de la phase de résolution de l'inflammation : d’'une part certains de leurs
métabolites, comme la 15dPGJ, sont décrits pour activer le facteur de transcription Nrf2 et
donc pour mettre en place une réponse anti-oxydante et anti-inflammatoire de la cellule, et
d’autre part, PGE, pourrait avoir un rétrocontréle négatif sur sa propre synthése, puisqu’il a
été montré que PGE, est capable d’inhiber le facteur de transcription NF-kB (Scher and
Pillinger, 2009).
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Ainsi, le réle de PGE, dans la régulation de la réponse immunitaire est relativement plus
complexe que la simple dichotomie pro/anti-inflammatoire. Des études sur des souris KO
pour différents récepteurs EP montrent que PGE, posséde également des propriétés
immunomodulatrices sur le systéme adaptatif (Sugimoto and Narumiya, 2007). Au niveau
des macrophages, PGE, posséde un effet inhibiteur pour la réponse de type 1 puisque la
prostaglandine inhibe I'expression des récepteurs a I'lL-12, la production de TNF-a, IL-18, IL-
8 et IL-12 par le macrophage (van der Pouw Kraan et al., 1995; Nataraj et al., 2001). Sur les
DC, la PGE, a des effets contrastés (stimulateur ou inhibiteur) en fonction du site de
production. Dans les tissus périphériques, PGE, semble avoir un effet stimulateur, induisant
la maturation des DC. La PGE; est également impliquée dans la migration de DC : d’'une part
PGE, modifie la balance (TIMP-1) « Tissue Inhibitors of Metalloproteinase-1 » / (MMP-9)
« Metalloproteinase 9 » permettant a la cellule de se déplacer au sein de la matrice
extracellulaire du derme avant de rejoindre les vaisseaux lymphatiques (Yen et al., 2008). De
plus, il a été montré que des moDC étaient capables de migrer en réponse aux chimiokines
CCL-19 et CCL21 seulement lorsqu’elles sont maturées en présence de PGE,, qui, via le
récepteur EP4 augmente la quantité cytosolique d’AMPc et permet I'activation consécutive
de la PKA qui permet la phosphorylation de la phospholipase C (PLC) et 'augmentation du
Ca®" intracellulaire, facilitant ainsi la transduction du signal CCL19/CCL21/CCR-7 (Scandella
et al., 2002; Scandella et al., 2004).

Une fois dans le ganglion lymphatique, la PGE; a plutét tendance a inhiber les DC et leur
capacité a présenter I'antigéne aux cellules T (Harizi et al., 2001). Comme déja décrit dans la
partie | de lintroduction, I'environnement cytokinique de la DC est déterminant pour le type
de réponse adaptative qu’elle va ensuite induire au contact des cellules T. Or, il est a présent
établi de fagon précise que les eicosanoides et en particulier PGE, ont un réle important
dans cette régulation. En modifiant le profil de sécrétion des cytokines produites pas les APC,
les eicosanoides orientent la balance Th1/Th2. Ainsi des DC maturées en présence de PGE,
perdent leur capacité a produire I'lL-12 et produisent d’importantes quantités d’IL-10 (Kalinski
et al., 1997). De méme, la PGE, produite par les DC inhibe la production d’IL-2 et IFN-y et
supprime la prolifération in vitro des LT humains (Goodwin and Ceuppens, 1983; Betz and
Fox, 1991). A l'inverse, les DC maturées avec de la PGE, induisent la différenciation des LT
naifs en Th2. L’action différentielle de PGE, sur Th1/Th2 s’explique par le fait que PGE,
induit 'augmentation intracellulaire de 'AMPc via EP2 et EP4 qui est décrit pour avoir un
effet suppresseur de Th1.

De plus, il a d’abord été montré que la PGE, supprimait la différenciation en Th17, via
linhibition des cytokines IL-6 et de TGF-B (Chen et al., 2009). Toutefois, Boniface et
collaborateurs (2009) rapportent qu’en combinaison avec I'lL-1f et I'lL-23, la PGE, promeut

la production d’IL-17 de cellules Th17 via 'augmentation des récepteurs a I'lL-23 et a I'lL-13
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au travers de la voie EP2/EP4-AMPc (Boniface et al., 2009). D’autre part, Chizzolini et
collaborateurs (2008) ont pu montrer qu’en synergie avec I'lL-23, la PGE, augmente le
nombre de cellules Th17 différenciées a partir de LT mémoires mais pas a partir de LT naifs,
ce qui confirme bien que PGE, facilite la différenciation en Th17 mais ne linduit pas
(Chizzolini et al., 2008).

L’étude des tumeurs a mis en évidence la capacité de PGE, a contourner le systéme
immunitaire en induisant I'expression de FoxP3 chez des LT CD4" et ainsi de développer un
phénotype de Treg (Ahmadi et al., 2008). D’autre part, la présence de PGE, augmente les

fonctions inhibitrices des Treg humaines (Baratelli et al., 2005a; Baratelli et al., 2005b).

En conclusion, au-dela de ses fonctions dans la réponse inflammatoire, PGE, posséde
d’'importantes propriétés immunomodulatrices au niveau de la réponse adaptative. Dans la
partie suivante nous nous sommes donc intéressés a identifier les éléments de la littérature
impliquant PGE, dans 'HSRC.

B) Rdle de la voie COX-2/PGE; dans allergie retardée de contact

D’aprés les propriétés que nous venons de décrire, I'action des prostanoides et de PGE.en
particulier peut se situer a différents niveaux au sein de la réaction d’HSRC ; un réle au
cours de la phase d’élicitation, de par ses propriétés inflammatoires, mais également au
cours de la phase de sensibilisation, de par sa capacité a moduler la balance Th1/Th2. Dans
la littérature, il existe un nombre trés limité d’études in vivo mettant en évidence le réle du
métabolisme de l'acide arachidonique dans I'HSRC et ces études sont relativement
anciennes. Les premiers éléments montrent des taux élevés de PGE, et PGF,, dans le
liquide de bulle de patients allergiques (Greaves and Donald-Gibson, 1972). L’analyse des
métabolites de COX présents chez le cobaye traité avec du DNCB confirme un changement
du métabolisme de I'AA suite au traitement avec le sensibilisant : les quantités de PGD,
produites a partir d’AA exogéne diminuent et la PGE synthase semble devenir
prépondérante, puisque le taux de PGE, augmente (Ruzicka and Printz, 1982). D’autre part,
des preuves indirectes d’études menées chez la souris montrent qu’un inhibiteur de la
synthése des prostanoides comme [lindométacine appliqué topiquement supprime
I'érythéme et 'cedéme chez la souris sensibilisée a I'oxazolone (Lowe et al., 1977); dans le
cas d’'un traitement au ketoproféne, autre AINS, il apparait que le développement de I'allergie
de contact au chlorure de picryl est supprimé (Atarashi et al., 2009). Dans la méme
perspective, une récente étude clinique menée en double aveugle sur des patients atteints
d’allergie de contact (nickel, fragrance mix, parabénes mix ...) précise que le groupe test

traité topiquement avec un inhibiteur de PLA, présente une diminution de la sévérité des
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signes cliniques tandis qu’aucune évolution n’est observée pour le groupe placebo (Ingber et
al., 2007). Tous ces éléments convergent vers une contribution des métabolites de I'’AA dans
l'allergie de contact a la fois au niveau de la phase de sensibilisants (orientation de la
balance Teff/Treg et Th1/Th2) et de la phase d’élicitation (inflammation).

Il semble toutefois que les effets modulateurs des prostanoides soient dépendants du type
de récepteurs impliqués. Par exemple, des souris KO pour le récepteur EP2 a la PGE,
présentent une réaction dHSRC au DNFB normale, tandis qu’un traitement avec un
antagoniste d’EP4 supprime la réaction d’HSRC et diminue la quantité de LT Th1 spécifiques
de I'antigéne dans le ganglion (Kabashima et al., 2003; Yao et al., 2009). Ces résultats
indiquent que la voie PGE,-EP4 est impliquée dans le développement des Th1 spécifiques
de l'antigéne et que cette voie semble dominante dans la phase de sensibilisation de la
réaction d’HSRC au DNFB (Kabashima et al., 2003).

C) Modulation du métabolisme de I'acide arachidonique par les sensibilisants
de contact

Comme nous l'avons décrit en début de cette partie, les prostanoides et en particulier PGE,
sont impliqués dans de nombreuses situations pathologiques et de ce fait leur voie de
synthése est une cible souvent utilisée dans le développement de molécules. Parmi les
molécules décrites pour inhiber la production de PGE, nous avons pu identifier que certaines
sont des sensibilisants de contact : dans certains cancers, le resvératrol et le curcumin, deux
molécules pour lesquelles quelques cas de sensibilisation ont pu étre rapportés, sont
utilisées pour leurs capacités a inhiber COX-2, réduisant la carcinogénése (Kawamori et al.,
1998; Tive, 2000; Sexton et al., 2006; Surh and Chun, 2007).

Dans la méme perspective, I'alopécie inflammatoire dite areata, réaction auto-immune
conduisant a la perte de cheveux causée par linfiltration de LT CD4" au niveau des bulbes
pileux, est souvent traitée avec un certain succés et peu d’effets secondaires par des
molécules sensibilisantes comme le dinitrochlorobenzene (DNCB), le
diphenylcyclopropenone (DPCP) et I'acide squarique dibutyl ester (SADBE) (McMichael and
Henderson, 2004). Les mécanismes d’action de ces molécules restent cependant encore
incertains et controversés : dans certaines études, les sensibilisants de contact agiraient en
produisant des cytokines (IL-10, IL-8, IL-2, TNF-a), qui, en particulier pour I'lL-10 inhiberait
les LT au niveau des lésions (Hoffmann et al., 1994). Or on sait par ailleurs que I'lL-10 agit
négativement sur PGE,, on peut donc penser que via l'augmentation d’'IL-10, les
sensibilisants inhibent la production de PGE, (Harizi and Gualde, 2006). Toutefois, dans une
autre étude, les auteurs proposent les mécanismes d’action suivants: les cytokines
inflammatoires produites sous I'effet des sensibilisants, induiraient la production de PGE, via

lactivité de COX-2, qui inhiberait la production de cytokines de type Th1 et induirait la
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production d’lIL-4, cytokine majeure de la réponse Th2 (Namazi, 2006). A ce jour aucun
mécanisme d’action précis n’a pu étre arrété et malgré les divergences ces études illustrent
la capacité des sensibilisants a moduler I'expression de PGE;

Dans des études in vitro récentes, Moeller et collaborateurs (2008) ont montré que le
sensibilisant de contact, la PPD a forte dose (400 pM) induit I'expression de COX-2 et la
production de PGE, par la lignée kératinocytaire humaine HaCat (Moeller et al., 2008). Plus
généralement, dans une étude transcriptomique full genome menée sur des CD34-DC,
visant a identifier des génes discriminant les molécules sensibilisantes de non
sensibilisantes, le géne ptgs-2 (codant pour COX-2) a été identifi€ comme permettant de
discriminer les deux familles de molécules (Hooyberghs et al., 2008). Par la suite I'induction
du marqueur COX-2, spécifique des sensibilisants a été confirmée au niveau de la protéine
sur 3 sensibilisants (Lambrechts et al., 2010; Lambrechts et al., 2011).

L’ensemble de ces études montrent clairement la capacité des sensibilisants a moduler le
métabolisme de I'AA, cependant le sens de cette variation (inhibition ou induction) varie

selon les modéles.
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Objectifs de la these

Dans le contexte du 7°™ amendement de la directive cosmétique européenne, le
développement de tests alternatifs a I'expérimentation animale pour prédire le potentiel
sensibilisant des molécules chimiques est devenu un enjeu majeur pour les industriels. Un
certain nombre de tests in silico / in vitro modélisant les événements précoces de I'allergie
retardée de contact ont été développés. Ces tests présentent de bonnes performances pour
la détection du danger (sensibilisant versus non sensibilisant), mais la quantification du
potentiel reste toutefois limitée. Il est accepté de tous que la combinaison de plusieurs de
ces tests in vitro et méthodes in silico dans une batterie prédictive devrait permettre de
prédire de maniére quantitative le potentiel sensibilisant. Au-dela de la construction de cette
batterie, avec les tests déja disponibles, certains paramétres manquants dans le panorama
actuel des tests (pénétration, métabolisme, inflammation) permettraient de moduler les
réponses apportées par les tests in vitro utilisés jusqu’ici. Dans cette perspective, nous nous
sommes intéressés a caractériser les médiateurs inflammatoires produits par les cellules en
réponse a des sensibilisants pour identifier dans quelle mesure cette réponse peut adresser

la question du potentiel sensibilisant des molécules.

Comme nous venons de le voir tout au long de la revue bibliographique, les sensibilisants de
contact, en tant que molécules réactives, ont la capacité d’'induire un « signal de danger »
déclenchant au sein de la peau une cascade d’événements conduisant a la maturation des
DC, a savoir un changement de phénotype ainsi que la production d’'un certain nombre de
cytokines/chimokines. Les médiateurs inflammatoires produits par la peau en réponse a des
sensibilisants (IL-8, IL-1, TNF-q, IL-6) sont bien décrits dans des modéles in vivo (Enk and
Katz, 1992; Grabbe and Schwarz, 1998) mais restent souvent limités a des études
transcriptomiques sur des modéles in vitro (Pichowski et al., 2001; Python et al., 2007). Au-
dela de ces médiateurs protéiques, les eicosanoides et en particulier les prostaglandines
sont bien connues pour jouer un réle majeur dans la maturation des DC (Harizi et al., 2001)
mais trés peu d’éléments sont décrits sur leur modulation par les sensibilisants de contact.

Afin d’étudier la réponse inflammatoire, les modéles cellulaires in vitro de type DC
disponibles sont d’une part les cellules dendritiques différenciées a partir de monocytes
(moDC) ou de précurseurs CD34" (CD34-DC) et d'autre part les lignées cellulaires
myéloides telles qu’'U937, THP-1, MUTZ-3 et KG-1. Dans la perspective de développer un
test, les moDC et CD34-DC, bien que plus physiologiques sont des modéles qui restent
limitants en raison de la complexité de leur préparation, des nombreuses variantes de
protocole, de 'importante variabilité qu’il existe entre les donneurs ainsi que pour des raisons

de difficulté et de colt d’approvisionnement (Casati et al., 2005). Au laboratoire, depuis le
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début des années 1997, nous nous sommes focalisés sur la lignée humaine pro-monocytaire
U937 pour ses capacités a répondre aux sensibilisants et c’est notamment sur cette lignée
que le test MUSST actuellement en pré-validation a TECVAM a été développé (Rousset et
al., 2002). Toutefois, contrairement aux moDC et CD34-DC pour lesquelles un certain
nombre de médiateurs solubles a pu étre mis en évidence en réponse aux sensibilisants
(Aiba et al., 1997; Coutant et al., 1999; Aiba et al., 2000; Pichowski et al., 2000; Tuschl et al.,
2000; Pichowski et al., 2001; De Smedt et al., 2002; Aiba et al., 2003; Aeby et al., 2004;
Toebak et al., 2006; Szameit et al., 2008; Toebak et al., 2008), les lignées myéloides et en
particulier la lignée U937 ne produisent pas de médiateurs solubles suite a un traitement
avec un sensibilisant (données internes). Les cellules U937 possédent par ailleurs la
capacité a étre différenciées principalement en macrophages (Rasaiyaah et al., 2007). Parmi
les différentes conditions testées, I'association phorbol myristate acetate (PMA) et le
lipopolysaccharide bactérien (LPS) induit la production par les U937 d’IL-1B3, TNF-q, IL-6, IL-
8 ainsi que de nombreux prostanoides. De fagon surprenante, en présence de sensibilisants,
on observe une diminution significative de la production de prostaglandines induite par
I'association PMA/LPS.

Ainsi, au cours de la thése, notre objectif a été de mieux caractériser cette signature in vitro
des sensibilisants et d’évaluer dans quelle mesure cette réponse corréle avec le potentiel
sensibilisant des molécules. Notre étude s’articule autour de trois grandes parties. Dans une
premiére partie nous avons caractérisé le modéle d’étude de cellules U937 traitées avec
'association PMA/LPS (U937 PMA/LPS) afin de préciser les effets propres de chacun des
activateurs. Pour cela, nous nous sommes intéressés aux principales étapes de la cascade
métabolique de l'acide arachidonique et des enzymes clés (PLA,, COX-2). Au-dela des
eicosanoides, nous avons également caractérisé les cytokines produites dans le modéle
ainsi que le niveau d’activation des facteurs de transcription Nrf2 et NF-kB.

Dans une deuxieéme partie des résultats nous avons disséqué les mécanismes d’action des
sensibilisants conduisant a l'inhibition de la production de PGE, observée. Ce travail s’est
focalisé sur six sensibilisants de référence de potentiels variés: le 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (DNCB), le 1,4-dihydroquinone (HQ), la 1,4-para-phenylenediamine (PPD) et
le n-propyl gallate (PG), en tant que sensibilisants extrémes/forts, le cinnamaldehyde (CIN)
en tant que modéré et I'eugenol (EUG) en tant que sensibilisant faible. De plus, la diversité
des mécanismes de réaction est représentée au sein de notre set puisque le DNCB et le CIN
sont des hapténes vrais, la PPD, I'HQ et le PG des pré-hapténes tandis que 'lEUG est un
pro-haptene. Cette partie se présente sous la forme d’un article paru dans « Toxicology and
Applied Pharmacology » et de résultats complémentaires.

En paralléle de cette approche mécanistique, nous avons analysé la pertinence du marqueur

« inhibition de la PGE,» en tant que test de prédiction du caractére sensibilisant d’'une
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molécule, en évaluant un set d’environ 170 molécules. Dans la troisieme partie des résultats,
sont détaillés les résultats du test, la définition de son modéle prédictif ainsi que I'analyse
statistique de ses performances. Enfin, nous avons initié une réflexion sur le positionnement
relatif du test PGE, par rapport aux autres tests in vitro DPRA, MUSST et Nrf2, utilisés en

interne.
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MATERIEL ET METHODES

I. Réactifs

Le dimethyl sulfoxide (DMSO), le lipopolysaccharide (LPS), le phorbol-12-myristate-13-
acétate (PMA), le 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne (DNCB, CAS 97-00-7), le 1,4-dihydroquinone
(HQ, CAS 123-31-9), la 1,4-phenylenediamine (pPD, CAS 106-50-3), le n-propyl gallate (PG;
CAS 121-79-9), le cinnamaldéhyde (CIN, CAS 104-55-2), I'eugénol (EUG, CAS 97-53-0),
'acide lactique (LA, CAS 50-21-5), le glycérol (Gly, CAS 56-81-5), le tween 20 (T20, CAS
9005-64-5) et la N-Acetyl-L-cystéine (NAC, CAS 616-91-1) ont été fournis par Sigma-Aldrich
(St Quentin-Fallavier, France and Saint Louis, USA) au degré de pureté le plus élevé
(souvent >98%). Les inhibiteurs pharmacologiques, le N-[2-(cyclohexyloxy)-4-nitrophenyl]-
methanesulfonamide (NS-398, CAS 123653-11-2), bromoenol lactone (BEL, CAS 478288-
90-3) ont été fournis par Cayman Chemical (Ann Arbor, USA), le (E)3-[(4-t-
Butylphenyl)sulfonyl]-2-propenenitrile (BAY 11-7085, CAS 196309-76-9) par Calbiochem
Merk Chemicals (Nottingham, UK) et le methyl arachidonyl fluorophosphonate (MAFP, CAS
149301-79-1), le MK886, inhibiteur de la 5-lipoxyenase activating protein par Enzo
Lifesciences (Villeurbanne, France). L’AA marqué par du tritium ([*H)AA) en positions 5-6-8-

9-11-12-14-15 a été fourni par Perkin-Elmer (Courtaboeuf, France).
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Figure 15 : Structure chimique des 6 sensibilisants de contact étudiés

Il. Cellules

Dans cette étude nous avons utilisé la lignée pro-monocytaire U937 (CRL-1593.2, ATCC,
Manassas, USA). Ces cellules ont été cultivées a une densité comprise entre 2x10° et 1x10°
cellules/mL dans du milieu RPMI1640 (Gibco-Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
supplémenté de 10% de sérum de veau feetal (SVF) (Biowest, Nuaillé, France), 2mM de
glutamine, 100 U/ml de pénicilline et 0,1mg/mL de streptomycine selon les protocoles et les

appareils classiques pour la culture cellulaire. Des renouvellements de milieux (passages)
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ont été réalisés toutes les 48 heures pour maintenir les cellules dans une phase de
croissance exponentielle. La numération des cellules a été faite sur cellule de Malassez,
apreés dilution au dixiéme dans une solution de bleu de Trypan.

Nous avons également utilisé des cellules dendritiques issues de monocytes (moDC). Les
monocytes issus du sang périphérique ont été fournis par 'EFS Lyon (France) : en pratique
les cellules mononuclées du sang ont été isolées sur Ficoll puis les monocytes ont été
purifiés par gradient de densité et leur expression en CD14 a été contrélée par cytométrie en
flux. Les monocytes ont été différenciés en cellules dendritiques pendant 5 jours dans des
plaques 6 puits cultivés & une densité de 1x10° cellules/mL dans du RPMI en présence de
100 ng/mL GM-CSF (# 300-03, Preprotech) et de 100 ng/mL d’IL-4 (# 200-04, Preprotech).

lll. Traitement des cellules

Pour le traitement des cellules U937, 1x10° cellules ont été ensemencées dans un puits de
plaque 24 puits et mises en présence de PMA (60 ng/mL) et/ou LPS (10ug/mL) en présence
ou en absence de différentes concentrations de sensibilisants ou inhibiteurs
pharmacologiques dans un volume final de 2 mL. De fagon comparable, les moDC ont été
ensemencées dans des plaques 24 puits, & 0.5x10° cellules/mL dans 2mL, en présence de
LPS (10ug/mL) en présence ou absence de différentes concentrations de sensibilisants ou
inhibiteurs pharmacologiques.

Le DNCB, le CIN, 'EUG et les inhibiteurs pharmacologiques ont été dissouts dans du DMSO
tandis que la pPD, 'HQ, le PG, LA, le Gly et le T20 ont été solubilisés dans du RPMI et
ajoutés simultanément au PMAJ/LPS. La concentration finale de DMSO est constante
quelque soit la concentration du sensibilisant et égale a 0,4% (v/v). Aprés 24h d’incubation
avec les différentes molécules, la viabilité des cellules a été mesurée par AlamarBlue,
UptiBlue Viable cell (Counting Reagent, Interchim, France), d’aprés les instructions du

fournisseur.

IV. Etude du phénotype des cellules U937 par cytométrie en flux

Aprés traitement, les cellules ont été lavées une fois dans le PBS froid supplémenté avec
10% de SVF, puis lorsque nécessaire (dans le cas du marquage CD68), perméabilisées
selon le protocole décrit dans la « Analyse de l'expression de la protéine COX-2» ci-
dessous, puis incubées sur la glace pendant 30 min dans 100uL de PBS contenant 5uL
d’anticorps monoclonaux de souris couplés a la fluorescéine (FITC) [ou a la phycoérythrine
(PE) dans le cas du CD14] et dirigés contre le CD86 humain (FUN-1, BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, USA), CD1a humain (HI149, BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, USA), CD14 humain (M5E2, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA) ou CD68
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humain (KPI, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA). Pour chaque condition un
aliquot de cellules a été marqué avec l'anticorps isotypique de contréle (IgG1 ou IgG2a) de
souris couplé au FITC (fournis par BD Biosciences). Les cellules ont ensuite été lavées deux
fois dans du PBS a 10% SVF et une fois dans le PBS seul. La viabilité a été analysée par
incorporation de 7-AAD. Les cellules ont ensuite été analysées en cytométrie en flux sur un
FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA) en utilisant le logiciel CellQuest™ Software

(Becton Dickinson).

V. Etude du métabolisme de I’AA dans les cellules U937 par

radiomarquage

Incorporation de I’acide arachidonique marqué ([*H]AA)

Pour incorporer I'[°’HJAA dans les lipides cellulaires, les cellules U937 ont été cultivées
pendant 24h dans des flasques de 75 cm? (5x10° cellules/mL) en présence d[°H]AA a la
concentration de 1 pCi/mL. Aprés incorporation de I'°H]AA les cellules ont été centrifugées a
1500 rpm pendant 5 minutes. Le culot cellulaire a été lavé deux fois dans du RPMI puis les

cellules ont été ensemencées et traitées comme décrit précédemment.

Récupération des métabolites de I’acide arachidonique (eicosanoides) et des lipides

cellulaires

Eicosanoides extracellulaires

Les cultures cellulaires ont été transférées dans des tubes, puis centrifugées a 1500 rpm
pendant 5 minutes. Les surnageants, contenant les métabolites extracellulaires de 'AA, ont

été conservés a -20°C jusqu’a I'analyse.

Eicosanoides intracellulaires

Pour extraire les eicosanoides cellulaires, les culots cellulaires ont été repris avec 1 mL de
méthanol (MeOH) a 15%. Les échantillons obtenus ont été lysés par trois cycles de
congélation (a -80°C), décongélation et sonication. Les lysats cellulaires ont ensuite été
centrifugés a 10 000 rpm pendant 5 minutes. Les surnageants recueillis, contenant les

eicosanoides intracellulaires, ont été conservés a -20°C jusqu’a I'analyse.

Lipides cellulaires
Pour extraire les phospholipides, les lipides neutres et les esters de cholestérol, les culots
cellulaires ont été repris dans 1,1 mL d’hexane/isopropanol (dans les proportions 3:2). Les

échantillons ont été conservés a -20°C jusqu’a I'analyse.
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Extraction et analyse des eicosanoides

Les surnageants contenant les eicosanoides extracellulaires ont été repris avec 15% de
méthanol. Les surnageants des eicosanoides intra et extracellulaires ont ensuite été acidifies
a pH=3,5 avec de l'acide chlorhydrique & 1N. L’'[’H]AA et ses métabolites sécrétés par les
cellules U937 ont été extraits sur une plateforme d’extraction automatique RapidTrace
(Biotage, Upsala, Suéde) a l'aide de colonnes d’extraction en phase solide (SPE) (C18, 100
mg). Les colonnes ont été conditionnées avec 5 mL de méthanol (débit de 2 mL/min) et
lavées avec 5 mL d’eau (2 mL/min). Les échantillons ont été déposés sur les colonnes (1
mL/min) puis les colonnes ont été lavées avec 5 mL d’eau (2 mL/min), suivi par 2 mL
d’hexane (15 ml/min) et par une insufflation d’azote pendant 30s. Les métabolites de I'°H]JAA
ont été élués des colonnes C18 avec 2 mL de MeOH (1 mL/min). Le MeOH contenant les
meétabolites de I'AA a été évaporé a 37°C sous un courant d’azote a I'aide d’un TurboVap
(Biotage, Upsala, Suéde). L’extrait sec a ensuite été repris dans 40 pl de MeOH, et appliqué
quantitativement (30 pL) sur une plaque de gel de silice pour chromatographie (TLC)
(LK6DF, Whatman) a l'aide du déposeur automatique (automatic TLC Sampler 4, Camag,
Muttenz, Switzerland). La chromatographie sur plaque a été réalisée comme décrit
précedemment (Escoubet et al., 2000). Les plaques ont été développées dans la phase
organique du mélange acétate d’éthyle/eau/isooctane/acide acétique (110:100:50:20, v/v).
Les standards dH[AA] et des métabolites radiomarqués des cyclooxygénases et de la 5-
lipoxygénase Perkin-Elmer (Courtaboeuf, France) ont permis de déterminer les facteurs de
rétention sur les chromatogrammes des différents métabolites produits par les cellules U937.
Le facteur de rétention (Rf) de I'’H]AA] est 0,85, ceux pour les différents prostaglandines
sont: 6¢céto-PGF1a: 0,18 ; PGF,,: 0,25; PGE,: 0,36 ; PGD,: 0,48 ; PGA,: 0,61 ; pour
TxB, : 0,32. Pour les métabolites de la voie de la 5-lipoxygénase, LTB,: 0,7 ; LTC4/D4/E, :
0,01 et 5-HETE : 0,76. Les pics des différents métabolites ont été visualisés a l'aide d’un
lecteur de radioactivité sur couche mince (Radiolsotope Thin layer Analyser, RITA), qui
détecte la position de la radioactivité des métabolites de I'[°’H]AA sur la plaque. Les pics des
métabolites radiomarqués produits par les cellules U937 ont été identifiés en tenant compte
du Rf propre a chaque métabolite radiomarqué et ont été quantifiés en tenant compte du
rendement d’extraction des métabolites radioactifs et du pourcentage de radioactivité
correspondant a chaque métabolite séparé par TLC. A chaque stade de I'extraction des
métabolites de I'[°H]AA, des prises d’essais ont été réalisées pour déterminer par comptage
de la radioactivité en scintillation liquide (compteur 1217 Rackbeta, LKB-PerkinElmer), les

rendements d’extractions.
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Analyse des lipides cellulaires (phospholipides, lipides neutres et du choslestérol

arachidonate)

Les extraits de lipides cellulaires dans I'’hexane/isopropanol, ont été évaporés a 37°C sous
un courant d’azote a l'aide d’'un TurboVap (Biotage, Upsala, Suéde). L’extrait sec a ensuite
été repris dans 40 pl d’hexane/isopropanol, et appliqué quantitativement (30 pL) sur une
plaque de gel de silice pour chromatographie (TLC) (LK6DF, Whatman) a I'aide du déposeur
automatique (automatic TLC Sampler 4, Camag, Muttenz, Switzerland). La séparation des
lipides cellulaires a été réalisée par chromatographie sur couche mince a 'aide d'une double
migration dans le méme sens, dans deux solvants différents. La premiére migration réalisée

sur 10 cm avec le mélange chloroforme/ méthanol/ H,O/triéthylamine (30/ 34/ 8/ 35; v/ v/ v/

v), a permis de séparer les phospholipides (phosphatidylcholine ; phosphatidylserine;
phosphatidyléthanolamine ; phosphatidylinositol et phosphatidylglycerol). La deuxiéme
migration réalisée dans la méme direction sur une distance supplémentaire de 6 cm avec le
mélange éther de pétrole/ éther éthylique/ acide acétique (50/ 50/ 1; v/ v/ v) a permis la
séparation des lipides neutres, monoacylglycérols, diacylglycerols, triacylglycerols, les acide
gras et les esters de cholestérol. Les Rf des lipides cellulaires ont été déterminés a 'aide de
standards : acide arachidonique (0,79), de PC (0,12), PS (0,22), PI (0,25), PE (0,29), PG
(0,37), triglycérides (0,87), diglycérides (0,71) monoglycérides (0,58) et cholestérol
arachidonate (0,96). Les pics de ces lipides cellulaires radiomarqués par I'[’HJAA ont été

identifiés et quantifiés comme décrit précédemment pour les eicosanoides.

VI. Analyse des eicosanoides intracellulaires sans radioactivité

Préparation d’extraits cellulaires pour dosage des prostanoides intracellulaires

Une fois les surnageants des cellules U937 récupérés, 1 mL d’H,O (15% methanol) a été
ajouté dans chaque puits et 3 cylces de congélation/décongélation (-80°C) ont été réalisés.
Les lysats cellulaires ont ensuite été transférés dans des tubes Eppendorf de 2mL pour étre
soniqués dans un bain a ultrasons pendant 3 minutes et centrifugés pendant 10 minutes a
13000 g. Les surnageants (i.e. les lysats cellulaires) ont été stockés a -80°C pour des

analyses ultérieures.

Purification des échantillons par SPE(C-18)

Brievement, les surnageants de culture et les lysats cellulaires ont été acidifiés a pH=5,4
avec HCI 1 M. Les eicosanoides ont été extraits par chromatographie et purifiés par colonne
SPE utilisant les colonnes Varian Bond Elut C18 comme décrit précédemment. Les

métabolites de I'AA ont été élués avec 3 ml de méthanol et évaporés sous azote. Les résidus
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ont été dissouts dans 1 ml RPMI pour quantification par EIA (voir ci-dessous) ajustée par le

rendement d’extraction.

VIl. Analyse de I’expression de génes par Real-Time PCR (RT-PCR)
Aprés récupération des surnageants de culture, les cellules adhérentes ont été lysées avec
500 pL de tampon RLT (Qiagen, Courtaboeuf, France), puis 'ARN total a été extrait en
utilisant le kit “RNeasy RNA isolation”, suivant les recommandations du fournisseur (Qiagen).
La concentration de 'ARN a été déterminée a 'aide du kit « Ribogreen RNA quantitation kit »
(Molecular Probes-Invitrogen, Cergy Pontoise, France) et la qualité contrélée par le
bioanalyseur 2100 (Agilent Technologies, Massy France). L’ARN a été conservé a -80°C. Un
microgramme d’ARN total a été rétrotranscrit dans un volume de 20 pyl a l'aide du kit
« QuantiTect® Rev Transcription Kit » de (Qiagen). A la suite de cette rétrotranscription, 180
Ml d’'Ho,O ont été ajoutés et TADNc a été conservé a -20°C. La PCR en temps reel a été
réalisée dans un Lightcycler 480 Roche Diagnostics, Meylan, France) en utilisant le kit
QuantiTect® SYBR green (Qiagen), suivant les recommandations du fournisseur. Chaque
réaction de PCR a été réalisée avec 2 ul ’ADNc dans un volume total de 10 pl (SYBR mix)
contenant les amorces d’intérét suivantes en fonction des génes analysés: pigs-1
(QuantiTect® QT00210280), ptgs-2 (QuantiTect® QT00040586), ngo? (QuantiTect®
QT00050281), ho-1 (QuantiTect® QT00092645) et akr1c2 (QuantiTect® QT01876889). La
réaction de PCR a été réalisée avec le programme suivant : les échantillons ont d’abord été
dénaturés a 95°C pendant 15 min, puis les 40 cycles de PCR ont été réalisées avec une
phase de dénaturation de 15 s a 94°C, une phase d’hybridation de 30 s a 55°C et une phase
d’élongation de 30 s a 72°C. Pour chaque expérience une courbe standard réalisée par des
dilutions en série d'un ADNc de référence a permis de vérifier I'efficacité de la PCR.
L’expression relative d’un géne donné, calculée d’aprés la méthode du « AACt », est
indiquée en quantité relative par rapport au témoin véhicule (RPMI ou DMSO) apres
normalisation par rapport & I'expression du géne de ménage rpl-13 (QuantiTect®
QT01671628).

VIIl. Analyse de I’expression des protéines COX-1 et COX-2

L’expression intracellulaire de la protéine COX a été menée par cytométrie en flux, suivant la
méthode décrite par Moeller et collaborateurs (2008), en utilisant le kit de
« Fixation/Permeabilization Kit » (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) (Moeller et al.,
2008). Les cellules ont été récoltés par une solution de trypsine/EDTA 0.25%, rincées deux
fois avec du PBS et marquées pour leur viabilité par Live/dead® cell Viability Assay

(Invitrogen Life Technology, Courtaboeuf, France) en suivant les recommandations du
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fournisseur. Aprés deux lavages dans du PBS, les cellules ont été resuspendues dans 250
Ml d’une solution de « Cytofix/Cytoperm» (BD Biosciences) et incubées 20 min a 4°C. Les
cellules ont ensuite été lavées deux fois avec 100 pyl de tampon Perm/Wash (centrifugation 5
min/300 g), resuspendues dans 100 ul de tampon Perm/Wash et marquées avec 5 pl d’'un
anticorps monoclonal de souris, conjugué au fluorochrome anti-COX-1 FITC/anti-COX-2 PE
(ou le contréle isotypique) (Ref #334090; #349526; BD Biosciences) pendant 30 min a 4°C.
Aprés lavage, environ 10° cellules ont été analysées par cytométrie en flux sur FACSCalibur.
Les données ont été analysées avec le logiciel CellQuest™Pro.

Les résultats sont exprimés en Ratio d’'Induction = IR, calculé avec la formule suivante :

IR= [(MFI spe — MFI iSO) taitees] / [(MFI spe — MFI iSO) temoin véhicue], OU la MFI est I'intensité
moyenne de fluorescence des échantillons (traités ou véhicule) marqués par I'anticorps

contrOle isotypique (iso) ou I'anticorps spécifique de I'antigéne (spe).

IX. Test biochimique de mesure de I'activité de ’'enzyme COX-2

Le test de mesure de I'activité de 'enzyme COX-2 utilise une enzyme recombinante COX-2
issue de placenta d’ovin, fournie par Cayman Chemical (Ann Arbor, USA). En pratique,
'enzyme et I'héme ont été préincubés avec les sensibilisants ou un inhibiteur de référence
(Dup-697), a température ambiante pendant 5 minutes dans 100 mM de Tris (pH 8.0).
Chaque sensibilisant a été dissout dans le DMSO a 0.4% et testé a 6 concentrations (500,
100, 10, 5, 1, 0.1 uM). Un indicateur coloré, le N,N,N,’N’-tetramethyl-p-Phenylenediamine
(TMPD), co-substrat de l'activité péroxydase de la COX-2 a été ajouté. La réaction a été
initiée par l'addition de 50 pM d’acide arachidonique. Aprés 10 min d’incubation a
température ambiante, la réaction a été arrétée par 1M d’HCI et la fluorescence du composé

oxydé TMPD a été mesurée a 590 nm.

X. Immunoblot de la protéine IkB-a

L’analyse par Western Blot a été menée selon les procédures standards. En pratique, les
cellules ont été lavées avec du PBS froid 1X. Les lysats cellulaires ont été préparés en
resuspendant le culot cellulaire, soit 5x10° cellules dans 400 pL de tampon de lyse RIPA
(Sigma) contenant 1X de cocktail d’'inhibiteur de protéases et de phosphatases « Halt
Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail » (Pierce). Les cellules ont ensuite été
vortexées et incubées pendant 5 min dans la glace, puis centrifugées 10 min a 10 000 g a
4°C. Les surnageants contenant les protéines ont été conservés a -80°C avant analyses.

La concentration en protéines a été déterminée par le test de I'acide bicinchoninique (BCA,
Sigma). Pour chaque condition, 40 ug protéines ont été déposés dans un tampon de charge

Laemli (BioRad) pour migration dans les puits du gel d’électrophorése (SDS-PAGE) en
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gradient de 4 a 10% de polyacrilamide (Bio-Rad, Mini-Protean TGX Precast Gels 4-10%).
Les protéines ont ensuite été transférées par westernblot sur une membrane de
polyvinylidene difluoride (PVDF) (Bio-Rad). Aprés saturation de la membrane pendant 1h30
avec du Régilait écrémé a 5%, les membranes ont été incubées avec I'anticorps polyclonal
de lapin anti-IKB-a (10505, Sigma) dilué au 1/200°™, suivi d’une incubation avec un
anticorps polyclonal de chévre anti-lgG de lapin conjugué a la Horseradish Peroxidase (dilué
au 1/2000°™) (Cell Signaling Technology, Ozyme). La révélation a été réalisée par le kit
« Supersignal West Pico chemiluminescent Substrate » (Pierce). Aprés un stripping de
I'anticorps primaire réalisé pendant 4 min dans 20 mL de Restore Plus Western Blot stripping
Buffer (Pierce), les membranes ont été lavées, de nouveau saturées avant d’étre marquées
avec un anticorps monoclonal de souris anti-actine  (AC-15, Sigma) dilué au 1/1000°™ puis
I'anticorps secondaire de chévre anti IgG de souris (SC-2005, Santacruz), dilué au 1/2000°™.

L’analyse densitométrique du blot a été réalisée par le logiciel « Quantity One » de Bio-Rad.

Xl. Dosage du GSH et du GSSG intracellulaires

Aprés 1h, 4h et 24h de traitement, les cellules U937, lavées, ont été lysées dans une
solution de N-éthylmaléimide (NEM) & 0,5 mM (1x10° cellules dans 500 pL) avec 3 cycles de
congélation/décongélation et 10 min de bain a ultrasons. Les cellules ont été ensuite
centrifugées 10 min a 10 000g a 4°C. Les surnageants contenant le GSH ont été conservés
a -80°C avant analyses. La concentration en protéines a été déterminée par le test de I'acide
bicinchoninique (BCA, Sigma). Pour doser le glutathion réduit couplé au NEM (GS-NEM),
25uL du surnageant a été dilué dans 975uL d’acide formique a 1% (1/40) dans un vial de 1
mL. Il a ensuite été dosé par rapport a une gamme de concentrations croissantes (50-100-
200-300-400-500-600-nM) réalisée a partir d’'une solution mere de GS-NEM a 1mM (3,1 mg ;
10 ymoles dans 10 mL d’une solution de NEM a 2,5 mM). Pour doser le glutathion oxydé,
100 pL de surnageant a été transféré dans un insert vial de 1 mL. Il a ensuite été dosé par
rapport a une concentration croissance de GSSG (0,4-0,8-1-2-4-8-12-16-20 upM). La
quantification du GSH et du GSSG a été réalisée par HUPLC selon le protocole représenté

dans le tableau ci-aprés :
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Tableau 3: Protocole UHPLC

Composés a analyser GSH GSSG
Méthode chromatographique UHPLC
Colonne Acquity HSS T3 C18, 1,7uM, 2.1x50mm (Waters)
Eluant A H,O + 1% HCOOH
Eluant B CH5CN + 1% HCOOH
Volume injecté 10ul
Débit 600 — 800 pl /min
Solvant de ringage H,0/CH;0H 50/50
Temps d’analyse 3,5 min
Température colonne Tamb
Température passeur échantillons Tamb

Tableau 4 : Conditions d’élution UHPLC

Temps (min) | Débit (ml/min) | Eluant A (%) | Eluant B (%)

0 0,6 99 1
0,7 0,6 99 1

2 0,6 5 95
2,01 0,8 5 95
2,7 0,8 5 95
2,71 0,6 99 1
3,5 0,6 99 1

Xll. Dosage de médiateurs solubles

Les quantités de PGE,, PGD,, TxB,, 15-HETE, LTB4 et cLT ont été mesurées dans le
surnageant de culture et/ou dans les lysats cellulaires purifiés sur colonne SPE-(C18)
(comme décrit précédemment), en utilisant respectivement le “High sensitivity PGE,
Enzyme Immunoassay kit” (Assay Designs, Ann Arbor, US) ou « PGD, EIA kit », « TxB, EIA
kit », « 15-HETE EIA kit », « LTB4 EIA kit » ou « cLT EIA kit » (Cayman Chemicals, Ann
Arbor, US).

Les concentrations d’IL-1B et TNF-a ont été déterminées dans les surnageants de cellules
en utilisant les kits de dosage IL-13, TNF-a EIA kit (Cayman Chemicals, Ann Arbor, US).
Enfin les dosages multiplex d’IL-10, TNF-qa, IL-6, IL-8, IL-12p70, IL-13 ont été réalisés par la
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technologie Luminex (« Human cytokine/chemokine Immunoassay Milliplex MAP », Millipore),

suivant les recommandations des fournisseurs.

XIll. Analyses statistiques

Les résultats sont montrés comme moyennes + erreur standard de la moyenne (SEM) ou
écart type. Les différences statistiques entre deux groupes (traités vs contréle véhicule) ont
été évalués en utilisant le test de la variance de Bonferroni-Dunnett. Pour les résultats
exprimés en ratio, I'effet du traitement est considéré comme significatif lorsque l'intervalle de
confiance des données n’inclue pas la référence 100, en utilisant I'estimateur de Hodge-
Lemman. Les différences sont considérées comme significatives lorsque p<0,01 et sont

indiquées par deux astérisques.

XIV. Tests de prédiction du potentiel sensibilisant de molécules

Test DPRA (“Direct Peptide Reactivity Assay”)

Le test de réactivité peptidigue DPRA permet de classer les produits selon leur réactivité

chimique apparente. Cette réactivité apparente est basée sur la mesure de la déplétion de
deux peptides de synthése ; peptide Cystéine (Ac-Arg-Phe-Ala-Ala-Ala-Cys-Ala-Ala-COOH)
et peptide Lysine (Ac-Arg-Phe-Ala-Ala-Ala-Lys-Ala-Ala-COOH) mis au contact des
molécules a tester :

- Le peptide cystéine a été mis en réaction avec 10 équivalents du composé a tester,

- Le peptide lysine a été mis en réaction avec 50 équivalents du composé a tester.

Les milieux réactionnels ont été laissés pendant 24 heures a température ambiante puis
analysés par HPLC-UV. Les taux de peptides cystéine et lysine résiduels n’ayant pas réagi
ont été mesurés. lls ont été comparés a un contréle réactionnel sans composé test
permettant de calculer un taux de déplétion du peptide cystéine (TDCys) et un taux de
déplétion du peptide lysine (TDLys). La moyenne des taux de déplétion des deux peptides
est notée MTD. L’arbre de décision est proche de celui décrit par Gerberick et collaborateurs
(2007) (Gerberick et al., 2007). Une molécule est classée sensibilisante :

- lorsque les deux peptides ou le peptide Lys seul ont des taux de déplétion acceptables (i.e.
mesure précise ou mesure minimale mais supérieure a la valeur limite) et que la MTD 2
6,4%

- lorsque seul le taux de déplétion du peptide Cys est acceptable et que la TDCys = 13.8%

Une molécule est classée (INC) lorsque les taux de déplétion ne sont pas acceptables pour
les deux peptides Cystéine (TDCys) et Lysine (TDLys) simultanément ou si un probléme a

été observé (interférences, solubilité...).
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Test MUSST (“Myeloid U937 Skin Sensitization Test”)

Le test MUSST est un test cellulaire mesurant I'expression, par cytométrie en flux, de la

molécule de co-stimulation CD86 a la surface des cellules U937 aprés 48h d’incubation avec
une matiére premiére a différentes doses. L’expression de CD86 est exprimée en % de
cellules positives et un index de réactivité (IR) est calculé en % par rapport a I'expression
basale (témoin non traité). Si 'R > a 150 %, linduction de l'expression de CD86 est
considérée come significative. Une potentialisation dose-dépendante de I'expression de
CD86 est observée avec les sensibilisants (et pas avec les non sensibilisants ou les irritants).
Un EC(150) peut alors étre calculé et correspond a la concentration calculée par régression
linéaire a partir de laquelle le seuil de positivité est atteint (IR> 150%). Une molécule est
classée sensibilisante en MUSST si sur la majorité des expériences la molécule testée induit
une expression significative de CD86 (IR> 150%), en dose réponse sur au moins 2 doses
non cytotoxiques. Dans certains cas, les MP ne peuvent étre classées sans ambiguité et

sont prédites « INConclusive ».

Test Nrf2-HTS
La mesure de linduction du facteur de transcription Nrf2 a été réalisée grace au test

CellSensor® ARE-bla HepG2 (Invitrogen), suivant les recommandations du fournisseur. En
pratique, chaque molécule a tester (gamme identique pour toutes les molécules de 6 doses)
a été incubée pendant 15h sur les cellules HepG2, transfectées de maniére stable avec un
gene rapporteur constitué des séquences ARE insérées en amont du géne codant pour
'enzyme B-lactamase. Aprés 15h de contact, I'activité de 'enzyme a été évaluée par ajout
d’un substrat qui lorsqu’il est modifié par 'enzyme émet de la fluorescence a 447 nm. Pour
chaque molécule, I'induction maximale d’induction de Nrf2 a été calculée comparativement a
une molécule de référence positive, le TBHQ (tert-Butylhydroquinone), décrite pour induire le
facteur de transcription Nrf2. Sur la base de cette induction relative au TBHQ, le seuil de 5%
et 26% ont été identifiés et les régles de classification du caractére sensibilisant de
molécules ont pu étre établies :

- si la molécule n’atteint pas le seuil de 5% d’induction par rapport au TBHQ, ou si ce seuil
est atteint pour une dose supérieure a 0,07 mg/mL, la molécule est classée non
sensibilisante.

- si la molécule atteint le seuil de 5% d’induction par rapport au TBHQ a une doses inférieure
a 0,07 mg/mL et si la molécule atteint le seuil de 26% d’induction par rapport au TBHQ, la
molécule est classée sensibilisante.

- si la molécule atteint le seuil de 5% d’induction par rapport au TBHQ a une dose inférieure
a 0,07 mg/mL mais si la molécule n’atteint le seuil de 26% d’induction par rapport au TBHQ,

aucune conclusion ne peut étre donnée.
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XV. Outils statistiques

Evaluation performance des tests (statistiques de Cooper)

Pour I'évaluation des performances des tests des indicateurs de sensibilité, de spécificité et

de concordances ont été réalisés.

- Sensibilité : Proportion de molécules qui sont sensibilisantes en LLNA et dont le
test vitro ou silico est positif (vrais positifs).

- Spécificité : Proportion de molécules non sensibilisantes en LLNA et dont le test
vitro ou silico est négatif (vrais négatifs).

- Concordance : Proportion des molécules bien classées par le test vitro ou silico

(vrais positifs+ vrais négatifs) sur 'ensemble des molécules évaluées

Boite a moustaches

Les boites & moustaches ou diagramme en boite sont des moyens rapides de figurer le profil
essentiel d’'une série statistique quantitative. Dans notre étude les boites nous ont également
servi comme des indicateurs pour déterminer des régles d’affectation et pour visualiser les
données (détection de valeurs atypiques) et déterminer a priori les variables les plus
discriminantes. La boite a moustaches comme schématisée dans la figure 16 résume
quelques caractéristiques de position du caractéere étudié (médiane, quartiles, minimum,
maximum ou déciles). Ce diagramme est utilisé principalement pour comparer un méme
caractére dans deux populations de tailles différentes. En pratique cela consiste a tracer un
rectangle allant du premier quartile au troisieme quartile et coupé par la médiane. On ajoute
alors des segments aux extrémités menant jusqu'aux valeurs extrémes. Dans cette
représentation on peut repérer les éléments atypiques ("outlier") correspondant aux valeurs
distantes d’au moins 1,5 fois la longueur de la boite a moustaches a partir du troisieme

quartile.
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Figure 16 : Principe des boites a moustache
° correspond aux valeurs dites « outlier » (atypiques) qui sont supérieures a 1.5 fois « I'interquartile range »
* correspond aux valeurs dites « extreme » (aberrantes) qui sont supérieures a 3 fois « I'interquartile range »

Courbes ROC

La courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) permet d'étudier les variations de la

spécificité et de la sensibilité d'un test pour différentes valeurs du seuil de discrimination. Le
terme de courbe ROC permet de déterminer un seuil de fagon empirique pour chaque
parameétre, s’approchant le plus d’'un compromis entre sensibilité et spécificité de prédiction.
Un seuil est idéal s'il permet de séparer totalement tous les positifs des négatifs, sans faux
positifs, ni faux négatifs. Il est donc défini par une sensibilité et une spécificité égales a 1. En
pratique, on porte sur I'axe des abscisses, la variable '1-spécificité’, cette variable est égale a
I'effectif de faux positifs parmi les non sensibilisants. Sur I'axe des ordonnées, on retrouve la
sensibilité, égale a I'effectif de vrais positifs parmi les sensibilisants. La courbe se construit
de fagon empirique en calculant la sensibilité puis la spécificité d'un test pour différents
niveaux de seuils de discrimination. Un seuil est idéal s'il permet de séparer totalement tous
les positifs des négatifs, sans faux positifs, ni faux négatifs. Il est donc défini par une

sensibilité et une spécificité égales a 1.
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Construction de la courbe ROC

Individu Score (+) [Classe 1_Sp Sens
G 0.000
1 T + 0.000 0167
2 055 T 0.000 0.333
3 0.3 + 0.000 0.500
4 0.35 E 0.071 0.500
G 0. T 0.071 0.567
3 0.75 - 0143 0.667
7 0.7 - T.z14 0.667
B 0.65 + 0.214 0.833 Courbe ROC
5 0.8 E 0.288 0.833
0 0.56 - 0.357 0.833
n 05 - 0419 0.833 1100 T
T 045 T 0419 1.000 0300
13 0.4 - 0.500 1.000 0200 —
14 0.38 E 0.571 1.000
& 0.3 - 0.643 1.000 oroa *
i) 0.2 - o714 1.000 0500
[H 0.2 - 0788 1.000 L e
iE) 0.15 - 0.857 1.000 =
iE] 0.1 E 0.929 1.000 '% oa0a
0 0.05 - 1.000 1.000 c o
b
0200
&
0.100
‘_* 0.000
o 0z 04 s 0&
1-specificité

Figure 17 : Principe de construction d’une courbe ROC
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Figure 18 : Effet du DNCB en association avec PMA et PMA/LPS sur la production des médiateurs TNF-a,
IL-1B, IL-8 et PGE,

Les cellules U937 ont été traitées pendant 24h avec PMA (60 ng/mL), DNCB (5 uM) et PMA/DNCB en présence
ou absence de LPS (10 pug/mL). Les dosages des cytokines ont été réalisés dans le surnageant de culture par la
technologie Luminex. Le dosage de PGE, a été réalisé par EIA. Les concentrations sont exprimées en pg/mL ou
en ng et pg/mL (pour IL-8), pour une expérience représentative de n=4 expériences.
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RESULTATS Partie | : Caractérisation du modéle U937 PMA/LPS

Partie | : Présentation et caractérisation du modele
cellulaire d’étude (U937 PMA/LPS)

La lignée myéloide U937, issue d'une leucémie monoblastique est décrite pour ses
capacités a étre différenciee (PMA, vitamine D, acide rétinoique....) et notamment en
cellules de type macrophage (Harris and Ralph, 1985; Sellmayer et al., 1994). Comme déja
évoqué, sous leur forme indifférenciée les cellules U937 produisent peu de médiateurs
solubles suite a un traitement avec un sensibilisant. Ainsi, dans la perspective d’évaluer si
les cellules U937 différenciées ont une meilleure capacité a produire des médiateurs
solubles en réponse a des sensibilisants, il a été entrepris dans une étude préliminaire de
différencier puis stimuler les cellules U937 avec du phorbol myristate acetate (PMA) en
présence ou absence d’un lipopolysaccharide d’E. coli (LPS) et d’évaluer la capacité des
cellules a répondre a un sensibilisant de référence, le DNCB. La figure 18 présente les
quantités de TNF-a, IL-1B, IL-8 et PGE, produites par les cellules U937 en fonction des
différents traitements (DNCB, PMA, PMA+DNCB z LPS). En 'absence de toute stimulation
les cellules U937 ne produisent pas de TNF-a ni d’IL-8 et sécrétent environ 100 pg/mL d’IL-
1B et de PGE.,. Le sensibilisant de référence DNCB n’induit parmi les médiateurs analysés,
que la production d’'IL-8. Le PMA présente un léger effet activateur sur TNF-a (500 pg/mL),
beaucoup plus marqué sur IL-8 (435 ng/mL) mais aucun effet synergique n’est observé avec
'ajout du DNCB, qui aurait méme tendance a diminuer les quantités de TNF-a et d’IL-8
induites par le PMA ; les autres médiateurs (IL-18 et PGE;) ne sont modulés par aucune des
stimulations. En revanche, la combinaison PMA/LPS augmente de maniére trés nette la
production par les U937 de lI'ensemble des médiateurs inflammatoires étudiés, avec
respectivement des inductions de x 7, x 16, x 40 et x 140 pour IL-1B, IL-8, PGE, et TNF-a.
L’ajout du DNCB n’a aucun effet significatif sur la production d’IL-13, de TNF-a et d’IL-8
induite par PMA/LPS, tandis que de facon inattendue, il diminue significativement la
production de PGE..

Au regard de ces résultats confirmés sur d’autres sensibilisants de contact, avant de
disséquer les mécanismes d’action des sensibilisants conduisant a cette inhibition, nous
avons souhaité, dans cette premiére partie, caractériser le systéeme des cellules U937
traitées avec PMA/LPS (U937 PMA/LPS), afin de préciser les effets propres de chacun de
ces activateurs sur les cellules U937 et de les distinguer par la suite des effets des
sensibilisants sur ce systéeme.

L’analyse des effets de chacun des activateurs PMA et LPS sur les cellules U937 a été
menée au niveau de |'étude du phénotype des cellules, du métabolisme de lacide
arachidonique, de la production de cytokines/chimiokines inflammatoires ainsi que de la voie

de signalisation dépendante du facteur de transcription Nrf2.
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Tableau 5 : Phénotype des cellules U937 traitées ou non avec PMA et/ou LPS.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 48h avec PMA (60 ng/mL), LPS (10 pg/mL) ou PMA/LPS.
L’expression des marqueurs de surface CD14 et CD1a et du marqueur intracellulaire CD68 a été mesurée par
immunomarquage avec les anticorps anti-CD14-PE, anti-CD1a-FITC et anti-CD68-FITC, analysée par cytométrie
en flux en utilisant le logiciel CellQuest™ Pro. Le tableau renseigne les intervalles des pourcentages de cellules
positives et des intensités moyennes de fluorescence (MFI) obtenus pour chaque condition et chaque
marqueur (n = 4-8 expériences indépendantes).

Non traité LPS PMA PMA + LPS
Marqueur
% MFI % MFI % MFI % MFI
CD14 0,7-1,5 8-10 1-2 10-11 1-2 12-20 30-40 25-40
CD1a 1-2,5 10-30 09-1,5 14 -15 2-6 10-20 15-20 10-40
CD68 40 - 50 40 - 50 30-40 40-50 50 - 60 80-90 80-90 80-90
80000
3 60000 —=— Non traité
2 —— LPS
1) -+ PMA
i
E 40000 - —o PMA +LPS
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Figure 19 : Cinétique de libération d’acide arachidonique dans le surnageant de culture des U937 traitées
ou non avec PMA et/ou LPS.

Les cellules U937 ont été marquées pendant 18h avec [3H]AA. Les cellules ont ensuite été cultivées pendant
24h avec PMA (60 ng/mL), LPS (10 pg/mL) ou PMA/LPS. Au cours du temps (30min, 1h, 6h, 12h, 24h) la
quantité de radioactivité dans le surnageant de culture a été mesurée. La courbe représente pour chaque
condition de traitement les quantités de radioactivité dans les milieux de culture (exprimées en dpm/lO6
cellules) * erreur standard de la moyenne (SEM) de 3 expériences indépendantes.
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RESULTATS Partie | : Caractérisation du modéle U937 PMA/LPS

. Phénotype et morphologie des cellules

Le phénotype des cellules U937 a été analysé en mesurant par cytométrie en flux
'expression des marqueurs de lignage monocytaire, CD14, dendritique, CD1a, et de
macrophages, CD68, suite aux différents traitements. Le tableau 5 indique les pourcentages
de cellules positives et intensités moyennes de fluorescence (MFI) pour CD14, CD1a et
CDG68. En I'absence de tout traitement, les cellules indifférenciées sont a environ 50% CD68",
en revanche, elles sont négatives pour les marqueurs CD14 et CD1a. L’ajout de LPS ne
modifie pas ce phénotype de maniere significative. Le PMA induit en revanche une légére
augmentation du nombre de cellules CD14" et du nombre de cellules CD1a" ; de méme on
peut observer une augmentation du marqueur CD68, plus marquée au niveau de lintensité
d’expression que du pourcentage de cellules positives. En associant PMA et LPS le
marqueur CD14 est trés nettement augmenté, les cellules se différencient clairement et on
obtient majoritairement une population de type macrophages (80% CD68"). Au-dela du
phénotype, nous avons pu observer que le traitement PMA/LPS augmente la taille des
cellules U937 et allonge leur temps de doublement; de plus, les cellules deviennent
adhérentes et s’agrégent entre elles pour former des amas.

En conclusion, parmi les conditions testées, seule la condition PMA/LPS induit une

différenciation des U937 avec une population majoritaire de cellules de type macrophages.

Il. Métabolisme de I’acide arachidonique dans le modéle cellulaire U937

PMA/LPS
Comme décrit précédemment (fig.18) le traitement PMA/LPS induit la production de PGE,

par les cellules U937. Afin de déterminer la contribution respective du PMA et du LPS dans
la synthése de prostaglandines par les U937 ainsi que la cinétique de production des
métabolites de 'AA, nous avons traité les cellules U937 avec de I'AA radiomarqué ([°H]AA)
et suivi au cours du temps la libération de I'AA radiomarqué dans le surnageant de culture
aprés différents traitements (PMA, LPS et PMA/LPS) en mesurant la radioactivité présente
dans le surnageant (fig. 19). Alors que le LPS seul n’induit aucune libération d’AA, le PMA
entraine une augmentation rapide (dés 10h) de la quantité extracellulaire d’[°’H]AA et de ses
métabolites. Cette libération est fortement accentuée par I'ajout du LPS, que ce soit en terme
de cinétique de réponse (induction plus rapide, observée dés 1h) ou d’intensité (induction

plus de deux fois supérieure a 'effet du PMA seul).
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Figure 20: Principales voies métaboliques de I’AA dans les cellules U937 traitées avec PMA/LPS.

Le métabolisme de I'acide arachidonique a été évalué sur les cellules U937 pré-marquées avec de I'[*H]AA,
stimulées ou non avec PMA/LPS en présence ou absence des inhibiteurs pharmacologiques, NS398 (10 mM)
ou MK-398 (5 mM). L'étude des métabolites totaux de I'[’H]AA a été réalisée par chromatographie sur couche
mince comme décrit dans « Matériel et Méthodes ».

(A) Les histogrammes représentent les quantités moyennes des métabolites totaux de I’[3H]AA exprimées en
dpm/lO6 cellules + erreur standard de la moyenne (SEM) pour trois expériences indépendantes. ** p <0,01 est
considéré comme significatif par rapport au groupe contréle non stimulé par PMA/LPS ; ## p<0,01 est
considéré comme significatif par rapport au groupe contréle stimulé par PMA/LPS sans inhibiteur.

(B) Le diagramme circulaire représente la répartition en pourcentage des différents métabolites de COX-2
produits par les cellules U937 stimulées par PMA/LPS.
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RESULTATS Partie | : Caractérisation du modéle U937 PMA/LPS

Nous avons ensuite cherché a caractériser quels métabolites de I'AA sont produits. Pour ce
faire, les cellules radiomarquées a [*HJAA ont été traitées avec PMA/LPS en présence ou
absence d’inhibiteurs spécifiques des principales enzymes du métabolisme de I'AA [MK-886,
inhibiteur spécifique de la FLAP («five lipoxygenase activating protein ») et NS-398
inhibiteur spécifique de la COX-2] puis la quantité de radioactivité a été dosée par
scintillation liquide. Les résultats présentés dans la figure 20A montrent que contrairement
au MK-886, le NS-398 diminue significativement la quantité de métabolites totaux produits
par U937 PMA/LPS, indiquant une forte contribution de COX-2 dans la métabolisation de
'AA. L’absence d’effet de l'inhibiteur MK-886 sur la quantité d’AA métabolisé suggére que
les cellules U937 traitées par le PMA/LPS ne produisent pas de métabolites de la 5-LOX. En
effet, des dosages EIA dans les surnageants de culture n'ont mis en évidence aucun
leucotriene (B4, C4, D4 et E4) ni dérivé d’acides eicosatétraénoiques (HETE) (non montré).
Nous pouvons donc déduire de ces analyses que la voie de métabolisme de I'AA
prépondérante dans les U937 PMA/LPS est la voie COX, dont la répartition des métabolites,
quantifiés par rapport aux pics de chromatographie, est représentée par le diagramme
circulaire (fig. 20B). Il apparait que TxB, estle métabolite majoritaire produit par les cellules
U937 stimulées par PMA/LPS, PGE; ne représentant que 9% des métabolites de COX.
L’étude utilisant I'[°H]JAA a été complétée par une analyse en EIA afin de préciser la cinétique
de production de ces deux métabolites d’intérét (PGE, et TxB,) et de disséquer les
contributions relatives du PMA et du LPS sur cette synthése. La figure 21 montre
respectivement les quantités de TxB, (A) et PGE, (B) produites a 2h, 6h, 8h, 24h et 48h par
les cellules U937 traitées avec PMA, LPS et PMA/LPS. Seule la condition PMA/LPS permet
une production de prostanoides par les U937. Les productions de TxB, et PGE, sont
relativement paralléles : elles démarrent dés 6h avec une augmentation au cours du temps
extrémement rapide entre 10h et 24h, pour ensuite atteindre un plateau aprés 24h de
stimulation. On confirme bien les proportions de TxB, et de PGE,, observées dans la figure
20, puisque le taux de TxB, est 5 x supérieur a celui de PGE..

Concernant la production des prostanoides, nous avons vu qu’un plateau était souvent
atteint a 24h, ce qui peut correspondre a un ralentissement de la synthése ou un ratio
synthése/dégradation neutre. Afin de comprendre si la quantité de PGE, dosée a 48h
provient d’'une néosynthése entre 24h et 48h, nous avons ajouté a 24h du NS-398 au
systéme U937 PMA/LPS et comparé la production consécutive de PGE, a celle de cellules
U937 PMA/LPS. Les résultats montrés dans la figure 21C indiquent que la quantité de PGE,
produite par U937 PMA/LPS entre 24h et 48h est significativement inhibée par le NS-398 ;
ainsi la production de PGE; est encore active aprés 24h, méme si le turnover du métabolite

doit étre tel que la quantité totale de PGE, n’augmente plus significativement.
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Figure 21 : Quantités de TxB, et PGE, produites dans le surnageant de culture des cellules U937 traitées
ou non avec PMA et/ou LPS.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 48h avec PMA (60 ng/mL), LPS (10 pug/mL) ou PMA/LPS. Au cours du
temps (30min, 1h, 2h, 6h, 8h, 10h, 24h et 48h), les quantités de TxB, (A) et PGE, (B-C) ont été déterminées par
EIA. Les courbes représentent pour chaque condition de traitement les quantités moyennes de prostanoides
(en pg/mL) + erreur standard de la moyenne (SEM) de 3-20 expériences indépendantes. (C) Quantité de PGE,
analysée au cours du temps entre 24h et 48h pour U937 PMA/LPS + NS-398 (10 uM). Le NS-398 a été ajouté
aprés 24h de traitement des cellules U937 avec PMA/LPS (expérience représentative de 2 expériences
indépendantes).
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Figure 22 : Quantité d’acide arachidonique radiomarqué ([*H]AA) dans les cellules U937 traitées ou non
avec PMA/LPS en présence ou absence des inhibiteurs BEL et MAFP.

Les cellules U937 marquées avec I'[3H]AA ont été traitées pendant 24h avec PMA/LPS en présence ou absence
des inhibiteurs BEL (10 uM) ou MAFP (10 uM). La quantité de radioactivité a été mesurée dans les fractions des
métabolites extracellulaires (A), des phospholipides membranaires (B) et des métabolites totaux (C). Les
histogrammes représentent pour chaque condition de traitement les quantités de radioactivité exprimées en
dpm/lO6 cellules + erreur standard de la moyenne (SEM) pour 3 expériences indépendantes.
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RESULTATS Partie | ; Caractérisation du modéle U937 PMA/LPS

Le traitement PMA/LPS induisant la production d’'un large spectre de prostanoides, dans la
suite de l'étude nous nous sommes donc intéressés a caractériser I'effet propre des
activateurs PMA et LPS sur les différentes étapes de la cascade de I'acide arachidonique via
la cyclooxygénase.

La premiére étape limitante dans la cascade métabolique de I'AA est la mobilisation de 'AA
a partir des phospholipides membranaires sous l'action de phospholipases A,. Afin de
déterminer quelles phospholipases sont responsables de cette mobilisation induite par les
activateurs PMA/LPS dans la lignée U937 nous avons traité les cellules marquées a I'°H]JAA
avec différents inhibiteurs des PLA, (MAFP et BEL) puis mesuré la radioactivité au niveau
des métabolites extracellulaires et des phospholipides membranaires. Contrairement au BEL,
inhibiteur spécifique de la iPLA,, qui n’a aucun effet, le MAFP (inhibiteur de la iPLA, et
cPLA;) diminue significativement la quantité des métabolites extracellulaires produits par
U937 PMAI/LPS (fig. 22A). D’autre part, la diminution de la quantité d’[’H]AA dans la fraction
des phospholipides membranaires induite par PMA/LPS est annulée par le MAFP (aucun
effet avec le BEL) (fig. 22B), tandis que la quantité totale de radioactivité ne varie pas quelle
que soit la condition (fig. 22C). L’ensemble de ces résultats suggére que I'hydrolyse de 'AA
a partir des phospholipides membranaires sous I'effet du PMA/LPS est dépendante de la
cPLA,.

Nous nous sommes ensuite intéressés a I'expression des cyclooxygénases dans les U937
suivant les conditions de stimulation. Pour cela, dans un premier temps, I'expression des
génes des deux isoformes de I'enzyme ptgs-1 (codant pour COX-1) et ptgs-2 (codant pour
COX-2) a été mesurée en dosant les ARNm par RT-PCR. Comme représenté sur la figure
23, le géne ptgs-1, exprimé constitutivement dans les cellules U937, voit son expression
significativement augmentée par le PMA seul ou en association avec le LPS dés 2h (fig.
23A). Concernant I'isoforme ptgs-2, qui n’est pas exprimée dans les U937 au niveau basal,
'expression du géne est fortement induite par PMA/LPS, dés 2h avec une augmentation
encore plus marquée entre 10h et 24h pour atteindre des taux d’induction extrémement
élevés (x2000) (fig. 23B,). Le PMA et le LPS seuls ont également un effet sur I'induction de
l'expression du géne ptgs-2 mais a un niveau beaucoup plus faible qu’en association (fig.
23By).

Nous avons ensuite vérifié I'induction de COX-1 et 2 au niveau de I'expression de la protéine,
par un double marquage intracellulaire COX-1/COX-2 des cellules U937, analysé par
cytométrie en flux. Comme représenté dans la figure 24A, suite au traitement PMA/LPS le
pourcentage de cellules COX-2" augmente au cours du temps a partir de 6h, pour atteindre
un optimum a 24h de stimulation, tandis que I'expression de la protéine COX-1 est

inchangée.
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Figure 23 : Expression des genes ptgs-1 (codant pour COX-1) et ptgs-2 (codant pour COX-2) dans les
cellules U937 traitées ou non avec PMA et/ou LPS.

Les cellules U937 ont été traitées jusqu’a 48h avec PMA (60 ng/mL), LPS (10 pg/mL) ou PMA/LPS. L’expression
du géne ptgs-1 (A) et du gene ptgs-2 (B1 et B2) a été étudiée par la quantification relative des ARNm, mesurés
par RT-PCR apres 2, 6, 8, 10, 24 et 48h de traitement. Les résultats sont exprimés en quantité relative d’ARNm
normalisée par rapport a |'expression du “gene de ménage” rpl13 et rapportée au témoin non traité. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n2 3 expériences indépendantes).
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Figure 24 : Expression des protéines COX-1 et COX-2 dans les cellules U937.

Les cellules U937 ont été traitées jusqu’a 48h avec PMA (60 ng/ml) et/ou LPS (10 pg/ml) en présence ou
absence de l'inhibiteur BAY11-7085 (2 uM). Aprés perméabilisation, les cellules ont été marquées avec des
anticorps anti-COX-1 couplés FITC et anti-COX-2 couplés PE. L’analyse a été réalisée par cytométrie en flux en
utilisant le logiciel CellQuest™ Pro.

(A) Analyse en cinétique (6, 10, 24 et 48h) de I'expression des protéines COX-1 et COX-2 dans les cellules U937
PMA/LPS. Cette expression, montrée en nuage de points et exprimée en MFI (COX-1 et ordonnée et COX-2 en
abscisse) est représentée en comparaison de I'expression basale a ty,. Les nuages de points montrent une
expérience représentative parmi 4-6 expériences indépendantes.

(B) Analyse de I'expression de COX-2 a 24h par les U937 traitées avec PMA et/ou LPS.

(C) Analyse de I'effet du BAY11-7085 sur I'expression COX-2 a 24h par les U937 PMA/LPS. Les histogrammes
présentent le nombre d’événements en ordonnée et la MFI en abscisse obtenus pour une expérience
représentative parmi 3-4 expériences indépendantes.
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RESULTATS Partie | : Caractérisation du modéle U937 PMA/LPS

On peut penser que pour COX-1 les inductions observées au niveau des ARNm n’ont pas de
significativité biologique. De méme, concernant COX-2, alors qu’en ARNm une induction
avait également été observée avec le PMA seul, seule la condition PMA/LPS induit son
expression au niveau de la protéine (fig. 24B). L’expression de COX-2 aprés traitement
PMA/LPS est complétement annulée par I'ajout de BAY11-7085, un inhibiteur de NF-kB, ce
qui suggére que dans notre modele, I'expression de COX-2 induite par PMA/LPS est bien
sous le contréle du facteur de transcription NF-kB. Enfin, nous avons vérifié que la
production de PGE, induite par PMA/LPS est bien entiérement dépendante de l'activité de
COX-2, puisque 'ajout du NS-398 a 10uM, concentration a laquelle I'inhibition est spécifique
de COX-2, supprime la quantité de PGE, induite par PMA/LPS pour atteindre le niveau basal
des cellules non traitées (fig. 25).

En conclusion sur le métabolisme de I'AA dans les U937, I'association des deux activateurs
PMA et LPS est indispensable a la synthése de prostanoides observée a partir de 10h de
stimulation. Les effets cumulés des deux activateurs permettent de 1) mobiliser rapidement
(avant 6h) I'AA a partir des phospholipides membranaires sous l'action de la cPLA,, 2)
induire a partir de 6-8h l'expression de lI'enzyme COX-2 (via l'activation de NF-kB)
responsable de la cyclo-oxydation/péroxydation de 'AA en PGH.. Enfin, bien que cette étape
n’ait pas été évaluée directement, le traitement PMA/LPS doit trés probablement avoir une
action sur I'expression et/ou I'activation des synthases terminales (i.e. thromboxane, PGE-et
PGD-synthases) responsables de la métabolisation du PGH, en différents prostanoides TxB,,
PGE; et PGD..
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Figure 25 : Quantité de PGE, dans les surnageants de culture des cellules U937 traitées avec PMA/LPS en
présence ou absence de l'inhibiteur NS-398.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 24h avec PMA (60 ng/mL)/LPS (10 pug/mL) en présence ou absence
de linhibiteur NS-398 (10 uM). Les quantités extracellulaires de PGE, ont été déterminées par EIA. Les
histogrammes représentent les concentrations moyennes de PGE,, exprimées en pg/mL, d’'une expérience
représentative de 3 expériences indépendantes.
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Tableau 6 : Quantités d’IL-1B3, de TNF-a, d’IL-8, d’'IL-6 et d’IL-10 dosées a 24h dans le milieu de culture
des cellules U937 traitées avec PMA ou LPS.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 24h en présence ou absence de PMA (60 ng/mL) ou de LPS (10
ug/mL). Les dosages des cytokines ont été réalisés par la technologie Luminex. Les concentrations moyennes
sont exprimées en pg/mL + SEM de 3 expériences indépendantes.

pg/mL Non traité LPS PMA PMA/LPS
IL-1p 157 +£ 40 150 + 40 150 + 40 740 + 150
TNF-a <3,2 10+1 500 + 22 14379 + 2545
IL-8 <32 23318+ 492 (435 + 151 )x 10° (10+5) x 106
IL-6 <3,2 10+1 0 1800 + 1500
IL-10 10 10 30 120 + 20
TNF-a
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Figure 26 : Quantités de TNF-a, IL-1B, IL-8, IL-6 et IL-10 produites par les cellules U937 traitées avec
PMA/LPS en présence ou absence de I'inhibiteur BAY11-7085.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 24h avec PMA (60 ng/mL)/LPS (10 pug/mL) en présence ou absence
de l'inhibiteur BAY11-7085 (2 uM). Les dosages des cytokines ont été réalisés par la technologie Luminex. Les

histogrammes donnent les quantités moyennes exprimées en pg/mL ou pg/mL (pour IL-8) + SEM de 3
expériences indépendantes.
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RESULTATS Partie | ; Caractérisation du modéle U937 PMA/LPS

lll. Cytokines et chimiokines produites par le modéle U937 PMA/LPS

Au-dela de la synthése de prostanoides, nous nous sommes intéressés a cartographier les
cytokines produites par le systéme cellulaire U937 PMA/LPS. Ainsi, nous avons dosé dans le
surnageant de culture différentes cytokines/chimiokines produites par les cellules en fonction
des stimulations (tableau 6). Comme déja décrit dans I'étude préliminaire, au niveau basal,
les U937 ne produisent pas de médiateurs ou a de trés faibles taux pour I'lL-183 (150 pg/mL).
Comme pour les métabolites de I'AA, le LPS seul n’a pas d’effet significatif sur la production
des cytokines analysées sauf sur IL-8 tandis que le PMA seul induit la production de TNF-a
(500 pg/mL) et d’IL-8 (435 ng/mL) mais est sans effet sur I'lL-1f3, I'lL-10 et I'lL-6 (tableau 6).
L’association PMA/LPS induit la production de nombreux médiateurs en quantité variable :
aprés 24h de stimulation les niveaux de TNF-a, d'IL-1B, d’IL-6, d'IL-10 et d'IL-8 sont
respectivement autour de 15000, 800, 1800, 120 pg/mL et 10 mg/mL (tableau 6); quelle que
soit la condition testée, nous n’avons jamais mis en évidence d’lIL-12p70. D’autre part, I'ajout
de BAY11-7085 supprime quasi totalement la production de TNF-qa, IL-1f et IL-6 confirmant
que la synthése de ces médiateurs est bien sous le contréle du facteur de transcription NF-
KB, en revanche, BAY11-7085 n’a pas d’effet sur IL-10 et potentialise la production d’'IL-8 qui
atteint 100 mg/mL. L’ensemble de ces dosages indique que parmi les conditions testées
'association PMA/LPS induit la production du plus grand nombre de cytokines aux plus

fortes concentrations.

IV. Activation du facteur de transcription Nrf2 dans le modéle U937
PMA/LPS

Etant donné le réle de Nrf2 dans la réponse cellulaire au stress, nous avons souhaité évaluer
les effets de chacun des activateur PMA et LPS sur ce facteur de transcription. L'étude du
facteur de transcription Nrf2 a été entreprise dans notre systéme cellulaire en mesurant
I'expression de certains génes cibles de Nrf2 (nqo1, ho-1, akr1c2). La figure 27 présente les
quantités relatives d’ARNm pour les génes nqo7, ho-1 et akric2 exprimées au cours du
temps par les cellules U937 aprés traitement au LPS, PMA et PMA/LPS. Parmi les
différentes conditions, le LPS seul n’induit pas I'expression des génes cibles de Nrf2
analysés. En revanche, le PMA seul et en combinaison avec le LPS induit significativement
l'expression de nqo1, ho-1 et akric2. Malgré une importante variabilité de l'intensité de la
réponse, la condition PMA/LPS induit une augmentation de I'expression des génes cibles de

Nrf2 plus importante que les autres conditions.
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Figure 27 : Expression en cinétique de génes cibles de Nrf2 (ngo1, ho-1 et akric2) dans les cellules U937
traitées ou non avec PMA et/ou LPS.

Les cellules U937 ont été traitées ou non pendant 48h avec PMA (60 ng/mL) et/ou LPS (10 pg/mL). L’expression
des genes nqol, ho-1, et akric2 a été étudiée par la quantification des ARNm, mesurés par RT-PCR aprés 2, 6,
10, 24 et 48h de traitement. Les résultats sont exprimés en quantité relative comparativement aux cellules
U937 non traitées et les valeurs ont été normalisées par rapport a I'expression du “géne de ménage” rpl13. Les
résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n> 3 expériences indépendantes).
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RESULTATS Partie | : Caractérisation du modéle U937 PMA/LPS

En fonction des génes, les cinétiques et intensité de réponse varient: les maxima
d’'induction pour nqo1 (x4), ho-1 (x20) et akr1c2 (x10) sont atteints respectivement a 24h,
10h et 24h. Ainsi 'ensemble de ces résultats indique que seul ou en association avec le LPS,

le PMA active le facteur de transcription Nrf2 et I'expression consécutive de ses génes cibles.

En conclusion de cette premiére partie, nous avons pu montrer que sous l'action conjointe
du PMA/LPS, les cellules U937 se différencient en cellules de type macrophages capables
de produire de nombreux médiateurs inflammatoires (cytokines, chimiokines et
prostanoides) suite a I'activation de voies de signalisation et des facteurs de transcription
tels que Nfr2 et NF-kB. Concernant la cascade de I'AA, bien que le PMA seul soit capable
d’induire une légere mobilisation d’AA et la transcription de COX-2, son effet est insuffisant a
la production de prostanoides et la présence du LPS est en effet indispensable pour une
mobilisation significative de I'AA et I'expression de COX-2 au niveau protéique.

La caractérisation du modeéle et des effets propres de PMA et LPS achevée, nous nous
sommes ensuite intéressés a caractériser les effets inhibiteurs des sensibilisants sur la

production de PGE; afin de déterminer les mécanismes d’action mis en jeu.
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Figure 28 : Effet des sensibilisants sur la production de PGE, par les DC différenciées a partir de
monocytes (moDC) et par les cellules U937.

Les moDC (J5 de différenciation) et les U937 ont été stimulées ou non pendant 24h avec respectivement LPS +
molécules ou PMA/LPS + molécules. Les doses des molécules testées sont les suivantes : CIN: 50 uM; EUG:
1000 uM; PPD: 100 uM; DNCB: 5 uM; PG: 200 uM ; HQ: 10 uM ; T20 : 1400 uM ; Gly : 1000 uM et AL:1300 pM.
Les quantités de PGE, ont été dosées dans le surnageant par EIA. Les histogrammes représentent les
concentrations d’une expérience représentative de n=3-5 expériences indépendantes pour les U937. Dans le
cas des moDC, I'expérience n’a été réalisée qu’une seule fois.
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RESULTATS Partie Il : Mécanismes d’action des sensibilisants

PARTIE Il: Etude des mécanismes d’action des sensibilisants
sur le métabolisme de I’acide arachidonique
des cellules U937 PMA/LPS

Nous avons précédemment montré que le DNCB inhibe la production de PGE, induite par
PMA/LPS dans les cellules U937. Ce résultat a été confirmé sur d’autres sensibilisants de
contact. Ainsi, dans cette partie nous présentons I'étude des mécanismes d’action de 6
sensibilisants de référence : le 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (DNCB), le 1,4-dihydroquinone
(HQ), la 1,4-para-phenylenediamine (PPD) et le n-propyl gallate (PG), en tant que
sensibilisants extrémes/fort, le cinnamaldehyde (CIN) en tant que modéré et I'eugenol (EUG)
en tant que sensibilisant faible. Dans un premier temps, larticle « Contact sensitizers
modulate the arachidonic acid metabolism of PMA-differentiated U-937 monocytic cells
activated by LPS », publié¢ en juillet 2011 dans le journal Toxicology and Applied
Pharmacology, s’intéresse a déterminer a quel(s) niveau(x) de la cascade métabolique de
I'AA les interactions des sensibilisants ont lieu. Dans un deuxiéme temps, nous préciserons
les voies de signalisation amont (Nrf2/NF-kB) impliquées dans les mécanismes d’action des
sensibilisants.

Avant de nous attacher a mieux comprendre par quels mécanismes ces effets inhibiteurs ont
lieu, nous avons d’abord voulu nous assurer que ces effets n’étaient pas restreints au
modeéle particulier U937 PMA/LPS mais qu’ils pouvaient également se retrouver dans

d’autres modéles cellulaires, notamment dans un modéle de cellules dendritiques.

. Effet des sensibilisants sur la production de PGE, par les moDC

Afin d’identifier si les effets des sensibilisants, observés dans le modéle U937 PMA/LPS, se
retrouvent sur des cellules primaires, nous avons utilisé des cellules dendritiques générées a
partir de monocytes humains (moDC). Aprés 5 jours de différenciation avec GM-CSF et IL-4,
les moDC ont été traitées ou non avec du LPS, en présence ou en absence des molécules
(6 sensibilisants et 3 non sensibilisants). A titre de comparaison, des U937 ont été traitées
avec PMA/LPS en présence ou absence des mémes molécules; pour chacune des
molécules, la dose maximale non cytotoxique a été évaluée. Aprés 24h de traitement, la
quantité de PGE, a été dosée par EIA dans les surnageants de culture. Les résultats
montrent que la quantité de PGE, induite par le LPS sur les moDC est inférieure a celle
produite par les U937 PMA/LPS puisque les moDC produisent 550 pg/mL alors que les U937
1500 pg/mL (fig. 28), toutefois les effets relatifs des molécules testées sont similaires : dans

les deux modéles, les 3 non sensibilisants [acide lactique (AL), glycérol (Gly) et tween 20
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RESULTATS Partie Il : Mécanismes d’action des sensibilisants

(T20)] ne modifient pas la quantité de PGE, produite, tandis que les sensibilisants (PPD, PG,
HQ, DNCB, EUG et CIN) diminuent la production en PGE, avec la méme dynamique de
réponse : parmi les sensibilisants testés le PG, 'EUG, le CIN et la PPD présentent les effets
inhibiteurs les plus marqués dans les deux modeles (diminution de 80%) tandis que I'HQ et
le DNCB ont des effets moins prononcés (diminution de 50%). En conclusion, I'inhibition de
la production de PGE, spécifique des sensibilisants et mise en évidence dans le modéle
U937 PMA/LPS a été retrouvée dans des moDC et ne semble pas liée a la quantité de PGE,

produite par les cellules stimulées.

Dans une perspective de développement de test alternatif a 'animal permettant d’identifier le
potentiel sensibilisant de molécules, les lignées cellulaires sont plus adaptées (quantité de
cellules, durée de la culture, reproductibilité des réponses). Ainsi, pour le développement
d’un test autour du marqueur PGE,, le modéle des cellules U937 différenciées avec PMA et
stimulées avec le LPS a été poursuivi et notamment pour I'étude des mécanismes d’action

des sensibilisants qui suit.

Il. Inhibition de la synthése de prostanoides produits par les U937
PMA/LPS par les sensibilisants de contact: une caractéristique

commune pour des mécanismes d’action variés.

A) Article “Contact sensitizers modulate the arachidonic acid metabolism of
PMA-differenciated U937 monocytic cells activated by LPS”

Présentation de l'article :

L’induction effective de cellules T spéciques d’un hapténe en réponse a une molécule
sensibilisante nécessite, au-dela de la modification de protéines de la peau (formation du
complexe antigénique), un deuxiéme signal, dit « de danger », conduisant a I'activation des
DC, est déterminant dans la mise en place d’'une réponse spécifique de sensibilisation.
L’objectif de cette étude était de mieux comprendre comment les sensibilisants modulent une
réponse inflammatoire au niveau de la production de cytokines et du métabolisme des
médiateurs lipidiques dérivés de I'acide arachidonique.

Ce travail a été mené en utilisant la lignée myéloide pro-monocytaire U937, qui, lorsqu’elle
est différenciée avec du PMA et stimulée avec du LPS produit un large panel de médiateurs
inflammatoires (IL-1B8, TNF-a, IL-6, IL-8, prostanoides...). Dans cette étude nous avons
évalué l'effet de six sensibilisants de référence (DNCB, PPD, HQ, EUG et CIN) et 3 non

sensibilisants (AL, Gly et T20) sur la production de ces médiateurs. Nos résultats montrent
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RESULTATS Partie Il : Mécanismes d’action des sensibilisants

que parmi les molécules testées, tous les sensibilisants diminuent significativement et de
facon spécifique la production des métabolites des prostanoides (PGE,, PGD,, TxB,...). Au-
dela, deux sensibilisants, 'lEUG et le CIN diminuent également les quantités d’IL-13 et TNF-
a produites par les cellules U937 PMA/LPS. Dans un deuxiéme temps nous nous sommes
attachés a préciser a quel niveau dans la cascade enzymatique du métabolisme de I'acide
arachidonique les sensibilisants agissent. Nous avons ainsi montré qu’aucun des
sensibilisants testés n’‘empéche la mobilisation de I'AA a partir des phospholipides
membranaires sous l'action de la cPLA,. En revanche, la plupart des effets semblent se
situer au niveau de I'enzyme COX-2. De fagon plus précise, nous avons pu montrer par RT-
PCR et cytométrie en flux que 'EUG et le CIN inhibent 'expression de I'enzyme aussi bien
au niveau de 'ARNm que de la protéine. D’autre part, nous avons montré dans un test
enzymatique biochimique utilisant une enzyme COX-2 recombinante que I'HQ, le PG et
'EUG ont la capacité d’inhiber I'activité de 'enzyme a des doses relativement élevées. Parmi
les molécules testées, seul le DNCB ne montre aucun effet que ce soit sur cPLA, ou sur
COX-2, ce qui nous laisse penser que son interaction doit plutét se situer en aval de COX-2,

au niveau des différentes synthases.
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For the effective induction of a hapten-specific T cell immune response toward contact sensitizers, in addition to
covalent-modification of skin proteins, the redox and inflammatory statuses of activated dendritic cells are
crucial, The aim of this study was to better understand how sensitizers modulate an inflammatory response
through cytokines production and COX metabolism cascade. To address this purpose, we used the human
monocytic-like U-937 cell line differentiated by phorbol myristate acetate (PMA) and investigated the effect
ol 6 contact sensitizers (DNCB, PPD, hydroguinone, propyl gallate, cinnamaldehyde and eugenol) and 3 non
sensitizers (lactic acid, glycerol and tween 20) on the production of pro-inflammatory cytokines { IL-13 and
TNF-ee) and on the arachidonic acid metabolic profile after bacterial lipopolysaccharide (LPS) stimulation. Our
results showed that among the tested molecules, all sensitizers specifically prevent the production of PMA/LPS-
induced COX-2 metabolites (PGE;, TxB; and PGD; ). eugenol and cinnamaldehyde inhibiting also the production
of IL-1p5 and TNF-c.. We further demonstrated that there is no unique PGE; inhibition mechanism: while the
release of arachidonic acid (AA) from membrane phospholipids dees not appear do be a target of modulation,
COX-2 expression and/or COX-2 enzymatic activity are the major steps of prostaglandin synthesis that are
inhibited by sensitizers, Altoge ther these results add a new insight into the multiple biochemical effects described

for sensitizers.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Allergic contact dermatitis (ACD] is a commeon cutaneous inflamma-
tory disease induced by chemicals and metal ions (Grabbe and Schwarz,
1998). Contact sensitizers are low molecular weight electrophilic reactive
molecules, lipophilic enough to penetrate the epidermis, that bind (most
often covalently ) to skin proteins. The modified self proteins (haptenated
proteins) are then processed by dendritic cells (DC), which migrate from
the skin to the draining lymph nodes where they present the hapten-
madified peptide to naive T cells in a MHC restricted context, leading to a
hapten-specific immune response (Krasteva et al, 1999, In addition, for
the effective generation of hapten-specific effector T lymphocytes, danger
signals are crucial by triggering oxidative stress and the related
inflammatory response that allows DC activation i.e. upregulation of
co-stimulatory molecules (CD86, CD80, CD83, CD40) and MHC class I
molecules (Aiba et al., 1997). Among the different inflammatory
mediators leading to DC maturation, cytokines (IL-13, TNF-qi, etc.) as
well as eicosanoids and precisely prostaglandins, play a major role (Enk
and Katz, 1992; Harizi and Gualde, 2005). These cytokines, but also

* Corresponding author at: L'Oreal R&l, 1, av. Eugéne Schueller, BP22, 93601 Aulnay
sous Bois, France.
E-mail address: adelbufalo@rd.loreal.com {A, Del Bufalo).

0041-008X/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.taap.201 1.06.025

chemokines such as IL-8 and CCL-20 are produced by keratinocytes in
response to topical application of contact sensitizers onto the skin (Enk
et al., 1992). However, concerning prostaglandins, very little is known
about their regulation by contact sensitizers.

Clinical studies have produced evidence that irritation (arising from
the release of pro-inflammatory cytokines in the skin) promotes the
development of ACD (McLelland et al, 1991) and, on the contrary, an
absence of danger signals drives to tolerance (Smith et al, 2002).
Similarly, Magnusson and Kligman's work ( 1969) has concluded that an
adequate level of skin irritation is crucial to the optimal development of
skin sensitization. Despite all, the sensitization phase of ACD is often a
silent process, without obvious clinical manifestations of inflammation/
irritation. In this regard it is interesting that anti-inflammatory
properties of some molecules (eugenol, isoeugenol, cinnamaldehyde,
ete.) do not prevent their inducing skin sensitization (Lee et al,, 2007,
Lin et al., 2003),

It has also been demonstrated that contact sensitizers, as small
electrophilic molecules, can activate the transcriptional regulator Nrf2
(nuclear factor-erythroid 2-related factor 2), inducing the expression
of genes with an antioxidant response element (ARE) in their
promoter sequence [i.e. heme oxygenase 1 (HO-1), NADPH quinone
oxidoreductase 1 (NQO1}] (Ade et al., 2009; Natsch and Emter, 2008).
The detoxification functions of the induced enzymes and the anti-
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inflammatory program (inhibition of COX-2 and iNOS expression)
initiated by the Nrf2 pathway (Lin et al., 2008; Liu et al, 2008 ) allow cells
to overcome the oxidative stress caused by electrophilic injuries. In
other words, the intrinsic reactivity of contact sensitizers, on the one
hand generates an inflammatory response needed for DC maturation,
but on the other hand ends up in a protective anti-oxidant and anti-
inflammatory program.

Considering the major impact of this balance on the shaping of the
immune response to contact allergen (Toebak et al,, 2006}, the aim of
this study was to better understand how sensitizers modulate the
inflammatory response including the COX mediated production of
prostaglandins (PGs).

Prostaglandins are a family of biologically active compounds derived
from C20 polyunsaturated fatty acids such as arachidonic acid (AA),
which is primarily released under the action of phospholipases A,
(PLA; ) from phospholipid membrane components and then metabo-
lized into eicosanoids through different oxidation cascades |cyclooxy-
genase (COX), lipoxygenase (LOX)|. COX enzymes (constitutive COX-1
and inducible COX-2), also called PGH, synthases, have bifunctional
catalytic properties, which oxygenate, cyclize and reduce AA into PGH,
via their cyclooxygenase/peroxidase function. PGH, is subsequently
metabolized by a series of downstream synthases into a variety of
eicosanoids that include PGE;, PGD,, PGFy,, PGy, and thromboxane A,
(TxA;) (Smith et al.,, 1991).

Since the monocyte-like cell line U-937 is widely known to
discriminate sensitizers from non sensitizers and, when differentiated
by phorbol myristate acetate (PMA) and activated by lipopolysaccha-
ride (LPS}, it becomes a model often used to analyze the modulatory
effect of substances on the inflaimmation, we chose the PMA/LPS
treated U-937 model in order to evaluate how sensitizers could affect
the induction of an inflammatory response. We show here that among
the tested molecules sensitizers unlike non sensitizers selectively
inhibit PGE, production induced by PMA/LPS and describe their
mechanisms of action.

Material and methods

Chemicals. Dimethyl sulfoxide (DMSO), lipopolysaccharide (LPS),
phorbol myristate acetate (PMA ) and contact sensitizers were purchased
from Sigma-Aldrich (St Quentin-Fallavier, France and St Louis, USA) at the
highest possible purity (often =98%). The following chemical sensitizers
were used: 1-chloro-24-dinitrobenzene (DNCB, CAS 97-00-7), 14-
dihydroquinone (HQ, CAS 123-31-9), 1,4-phenylenediamine (pPD, CAS
106-50-3), n-propyl gallate (PG; CAS 121-79-9), cinnamaldehyde (CIN,
CAS 104-55-2); eugenol (EUG, CAS 97-53-0), lactic acid (LA, CAS 50-21-
5], Glycerol (Gly, CAS 56-81-5) and Tween 20 (T20, CAS 9005-64-5) . The
pharmacological inhibitors were: N-[2-(cyclohexyloxy j-4-nitrophenyl]-
methanesulfonamide (NS-398, CAS 123653-11-2), bromoenol lactone
{ BEL, CAS 478288-90-3) from Cayman Chemical (Ann Arbor, USA), (E)3-
[(4-t-Butylphenyl)sulfonyl]-2-propenenitrile (BAY 11-7085, CAS
196309-76-9) from Calbiochem Merk Chemicals (Nottingham, UK) and
methyl arachidony! fluorophosphonate (MAFP, CAS 149301-79-1) [rom
Enzo Lifesdences (Villeurbanne, France). [EH]M was obtained from
PerkinElmer (Courtaboeuf, France ).

Cell culture and chemical treatment.  U-937 cells (CRL-1593.2, ATCC,
Manassas, USA) were cultured and maintained at a cell density between
2x10% and 1x10° cells/ml in RPMI 1640 (Gibco — Invitrogen, Cergy
Pontoise, France ) supplemented with 10% fetal bovine serum (Biowest,
Nuaillé, France), 100 U/ml penidillin and 100 pg/ml streptomydin using
classical cell culture protocols and facilities. For cell stimulation U-937
were plated in 24-well plates (0.5 x 107 cells/ml) and treated with 60 ng/
ml PMA in association with 10pg/ml LPS. Chemical sensitizers (or
pharmacological inhibitors ) dissolved in DMSO and PPD, HQ, PG, LA, Gly
and T20 solubilized in RPMI were added simultaneously to PMA/LPS, The

final DMSO concentration was below 0.4% (v/v). Supernatants and cells
were harvested at different time-points depending on the experiments.
After 24 h of incubation with different chemicals, the viability was
assessed using UptiBlue Viable cell (Counting Reagent, Interchim,
France) and/or Dead/Live Fixable Far Red (Molecular Probes, Cergy
Pontoise, France}, according to the manufacturers’ instructions.

Arachidonic acid metabolism study.  To evaluate the effect of sensi-
tizers on the AA metabolism, U-937 cells were prelabeled with [ 'H]
arachidonic acid ([ 'H]AA), Briefly, after cells had been cultured for 18 h
at a cell density of 1x10° cells/ml with 1pCi ['H]AA/ml, the culture
medium was discarded after centrifugation (1000 g for 10 min ) and the
cells were washed three times to remove unincorporated | HJAA. Once
labeled, the cells were stimulated as described above. At the end of the
stimulation course (24 h), the culture medium was separated from the
cells by centrifugation and both fractions were collected.

The cellular lipids were extracted twice with hexane/isopropanol
(3:2, v/v) evaporated to dryness under nitrogen and the residues were
dissolved in hexane/isopropanol and analyzed by thin layer chroma-
tography as described (Pollaud et al., 1995). Briefly, the lipid extracts
were quantitatively applied on a thin-layer silica-gel plate (LK-6-DF
Whatman) previously heated for 1 h at 100 °C, with a Camag ATS4
automatic TLC sampler. The plates were run up to 10cm with
chloroform/methanol/water/triethylamine (30:34:8:35, v/v) to sepa-
rate the phospholipids and were then dried. They were then run again
in the same direction for a further 6 cm with petroleum ether/diethyl
ether/acetic acid (50:50:1, v/v) to separate the cholesteryl esters,
neutral lipids and free fatty acid. Radioactive metabolites were
identified using a beta-Radioactivity Intelligent Thin Layer Analyzer
(Raytest) and were quantified by beta scintillation count using a 1217
Rackbeta counter (LKB).

To extract the intracellular eicosanoids, after removal of culture
supernatants, 1 ml of water/methanol (85:15, v/v) was added to each
well and two 10 min-freeze-thaw cycles (—80 °C) were carried out.
The cell lysates were then transferred to 2 ml Eppendorf tubes before
being sonicated for 3 min and centrifuged for 10 min at 13,000 g. Cell
extracts (supernatants) were stored at —80 °C for further analysis.

To purify and analyze the intracellular (cell extracts) and extracel-
lular (culture supernatants) [*H]AA metabolites, the samples were
acidified to pH 5.4 with 1 MHCl and then chromatographically extracted
and concentrated by solid phase extraction (SPE) using Varian Bond Elut
C18 columns and an AutoTrace SPE Workstation (Caliper Life Science).
Free [*H]AA and ['H]-metabolites were eluted by methanol (extraction
efficiency was almost constant and above 85%). The methanol samples
were evaporated o dryness under nitrogen. The residues were dissolved
in 80l methanol and quantitatively applied on a thin-layer silica-gel
plate (LK-6-DF Whatman) previously heated for 1 h at 100 °C. The
solvent used to separate the [ 'H]AA metabolites was the organic phase of
ethyl acetate /water/isooctane/acetic acid (110:100:50:20, v/v). The free
['HJAA and [HJAA COX metabolites were identified using a beta-
Radioactivity Intelligent Thin Layer Analyzer using retention times and
co-migration with authentic standards.

COX-2 gene expression analysis by Real-Time PCR.  After removal of
cell supernatants, the adherent cell layer was lysed with 500 pL RLT
lysis buffer (Qiagen, Courtaboeuf, France) before total RNA isolation
using “RNeasy RNA isolation" kits according to the manufacturer's
specifications (Qiagen ). The RNA concentration was determined using
the Ribogreen RNA quantitation kit (Molecular Probes- Invitrogen,
Cergy Ponloise, France) and quality was assessed with Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies, Massy France ). The RNA was stored in
RNase-free water at —80 °C.

One microgram of total RNA was reverse transcribed in 20 pl
volume using the QuantiTect® Rev Transcription Kit (Qiagen), Alter
reverse transcription, 180 pul H,0 were added and the ¢DNA was
stored at —20 “C until needed for PCR.
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Real-time PCR analysis was performed on a Lightcycler 480
apparatus (Roche Diagnostics, Meylan, France) using QuantiTect®
SYBR green (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions as
follows: each real-time PCR reaction for pigs-1 (QuantiTect®
QT00210280) and ptgs-2 (QuantiTect® QTO0040586) was set up
using 2 pl of cDNA in a total volume of 10 pl (SYBR mix ). Samples were
denaturated at 95 °C for 15 min. Subsequently, 40 cycles were run for
155 at 94 °C for denaturation, 30 s at 55 °C for annealing and 30 s at
72°C for elongation. For each experiment, a standard curve was
included with serial dilutions of a dedicated ¢DNA, in order to verify
the PCR efficiency. The relative gene expression levels were given as %
of fold-change ratios and were calculated according to the classical
AACt rule, using the vehicle sample (RPMI or DMSO ) and the rpl-13
(QuantiTect® QT01671628) gene expression for normalization.

COX-2 protein expression analysis.  Intracellular COX protein expres-
sion analysis was performed by flow cytometry according to a previously
described method (Moller et al., 2008) using the Fixation/
Permeabilization Kit (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) according
to the manufacturer’s specifications. In fact, cells were harvested with
trypsin EDTA 0.25%, washed twice with PBS, resuspended in 250 pl of
Cytofix/Cytoperm-Solution (BD Biosciences) and incubated 20 min at
4 °C. Afterwards, cells were washed twice with 100 ul Perm/Wash buffer
(centrifugation 5 min/300 = g}, resuspended in 100 ul Perm/Wash buffer
and stained with 10pl of directly fluorochrome-conjugated mouse
monoclonal anti-COX-1 FTC/anti-COX-2 PE antibodies (or the 1gG1
isotypic control ) (Ref #334090; #349526; BD Biosciences) for 30 min at
4°C. Finally, 1> 10* cells were analyzed in a FACSCalibur flow cytometer,
Data analysis was performed with the CellQuestTMPro software.

Results were expressed using IR = (Induction Ratio) calculated
with the following formula:IR = [(MFl spe — MH i50) yeareal /[ (MFI spe —
MFI 150 ) yenicie, Where MFI is the mean fluorescence intensity of samples
{treated or vehicle) labeled with isotype control antibody (iso] or
antigen-specific antibody (spe).

COX-2 activity assay. The assay was performed using the recombi-
nant COX-2 enzyme (from ovine placenta), from Cayman Chemical
{Ann Arbor, USA ). Briefly, the enzyme and its heme were pre-incubated
with reference inhibitor (Dup-697) or sensitizers at room temperature
for 5min in 100 mM Tris (pH 8.0). Each sensitizer was dissolved in
DMSO0 0.4% and assessed at 6 concentrations (500, 100, 10, 5,1, 0.1 uM).
A colorimetric substrate, the NN,N,/N'-tetramethyl-p-Phe-
nylenediamine (TMPD), a co-substrate of the peroxidase activity of
COX-2, was added to the assay mix. The reaction was initiated by the
addition of 50 uM of arachidonic acid. After 10 minofincubation at room
temperature, the reaction was stopped by adding 1 M HCl and the
fluorescence of the oxidized TMPD was read at 590 nm.

Enzyme Immune Assay (EIA) analysis. PGE; and TxB, concentra-
tions were measured in cell culture supernatants and/or SPE-(C18)
purified cell lysates (prepared as previously described), using
respectively the “High sensitivity PGE; Enzyme Immunoassay kit"
(Assay Designs, Ann Arbor, US) or TxB; EIA kit (Cayman Chemicals,
Ann Arbor, US).

IL-1f» and TNF-ar concentrations were analyzed in cell culture
supernatants using the [L-1f3, TNF-o EIA kit (Cayman Chemicals, Ann
Arbor, US) as described by the manufacturer.

Data analysis.  Results are shown as mean = standard error of the
mean (SEM) for at least three independent experiments. Statistical
dilferences between two groups (treated and control) were evaluated
using analysis of variance of the Bonferroni-Dunnett test. For data
expressed as a ratio, the treatment effect was considered significant
when the confidence interval of the data did not include the reference
value 100 using the Hodge-Lemman estimator.

Differences were considered statistically significant when p<0.01
and indicated by two asterisks (*').

Results

Contact sensitizers specifically suppress the PMA/LPS-induced PGE;
release in U-937

As previously established (Garrelds et al., 1999}, U-937 stimulated
with a PMA/LPS cocktail massively produce pro-inflammatory
mediators such as the cytokines TNF-or and IL1-% as well as the
prostanoid PGEs, as shown 24 h after stimulation in Fig. 1A-C. With
the aim of evaluating the effect of sensitizers on these three
inflammatory mediators in comparison to non sensitizers, we
quantified TNF-ct, IL1-p3 and PGE, released by U-937 stimulated by
PMA/LPS in the presence of different chemicals. We chose six
reference contact sensitizers with various potentials and chemical
reactivities: 1-chloro-2 4-dinitrobenzene (DNCB), 1,4-dihydroqui-
none (HQ), 1,4-para-phenylenediamine (pPD) and n-propyl gallate
(PG), as extreme/strong sensitizers, cinnamaldehyde (CIN) as mod-
erate and eugenol (EUG) as a weak sensitizer, as well as 3 non
sensitizers lactic acid (LA}, glycerol (Gly) and tween 20 (T20)
(Table 1). Each molecule was evaluated at two non toxic doses
(maximal non toxic dose and a % dilution). As shown in Fig. 1D-E,
while non sensitizers have no inhibitory effect, all tested sensitizers
strongly reduce the production of PGE; induced by PMA/LPS
(between 50% and 90% decrease } whereas only CIN and EUG at the
highest tested doses also inhibit IL1-f and TNF- production,

To confirm that this extracellular PGE; decrease is indeed the
consequence of an inhibition of PGE; synthesis and does not depend on
intracellular accumulation, we analyzed the total quantity of PGEz
praduced by the cells. To do so, we added the intracellular amount of
PGE3, quantified in purified cell lysates to the PGEz measured in the
extracellular fraction. Fig. 2 illustrates the total PGE; amount produced
by PMA/LPS-stimulated U-937 treated with sensitizers and expressed
relatively to the amount in the PMA-LPS vehicle control. All tested
sensitizers significantly decrease the total PGE; quantity with at least a
50% decrease, strongly suggesting that sensitizers downregulate PGE;
synthesis.

Contact sensitizers suppress the production of all COX metabolites
produced by PMA/LPS- stimulated U-937

In order to analyze whether sensitizers affect the production of
other prostanoids, [ H]AA prelabeled U-937 cells were treated with
PMA/LPS with or without sensitizers and radioactivity was quantified
in the COX metabolites’ fraction of culture supernatants and cell
lysates. A specific COX-2 enzymatic inhibitor, NS-398 was used as a
control. As shown in Fig. 3A, the quantity of radioactivity in the
fraction corresponding to COX metabolites increases in U-937 after
PMA/LPS stimulation, This increase was strongly downregulated by all
tested sensitizers the same way as the COX-2 inhibitor, NS-398.

The analysis of AA metabolites produced by U-937 cells stimulated
by PMA/LPS showed that TxB,, a stable metabolite of TXA,, was the
predominant product of the COX pathway (40%), while PGE; fraction
represents only 10% of the radioactivity (Fig. 3B). We confirmed this
result by EIA since we found that U-937 cells stimulated by PMA/LPS
produce 5 times more TxB; (10 ng/ml) (Fig. 4B) than PGE; (2 ng/ml}
(Fig. 1C). To confirm the results obtained with | 'H]AA prelabeled U-937
cells we determined, using EIA, the effect of sensitizers on the production
of TXBs. As shown in Fig. 4 A, sensitizers inhibit TxB, production
increased by PMA/LPS, as does NS-398. Interestingly, despite the
differences between TxB, and PGE. production levels, sensitizers
suppress both eicosanoids with the same magnitude: HQ at 5pM
decreases both PGE; and TxB; by 60% and HQ at 10 uM displays an 80%
decrease for both, whereas EUG, CIN, PPD and PG almost totally suppress
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Fig. 1. TNF-c, IL-1p and PGE; amount in U-937 cell culture supernatants after stimulation with PMA/LPS in the absence (A-C) or presence (D) of chemicals. (A-C) U-937 cells
were treated with 60 ng/ml PMA and 10 pg/ml LPS for 24 h. Culture supernatants were analyzed by EIA. Data represent TNF-ae (A), IL-13 (B} and PGE; (C) in pg/mL as mean 4 SEM of
3-7 independent experiments. (D-E) Simultaneously with their 24 h stimulation (PMA/LPS), U-937 cells were exposed to sensitizers (CIN; EUG; DNCB; PPD; HQ; PG) or non
sensitizers (LA; Gly; T20). For each molecule, 2 non toxic doses were tested. Culture supernatants were analyzed by EIA. Data (white bars: TNF-ot; gray bars: IL-13; black bars: PGE»)
are expressed as relative quantity (%) of inflammatory mediators production in treated samples compared to the vehicle control ( PMA/LPS U-937 treated with RPMI or DMSO 0.4%).
Dotted line indicates the 100% threshold. Results represent the mean + SEM of at least 3 independent experiments (n=3-7). The effect of chemical treatments was considered
significant (**p=<0.01), when the confidence interval of the data did not include the reference value 100.

Table 1

List of the tested chemicals (sensitizers and non sensitizers).
Chemical name Abbreviation CAS Chemical family Use Known effect References
1-chloro-2 4-dinitrobenzene  DNCB 97-00-7  Aromatic halides Reference S (extreme/strong)  Basketter et al., 1999
1,4-dihydroquinone HQ 123-31-9  Quinone/Phenolic compound  Whitener S (extreme/strong)  Basketter et al,, 1999
1,4-phenylenediamine pPD 106-50-3  Aromatic amine Hair dyes,textiles S (strong) Basketter et al., 1999
n-propyl gallate PG 121-79-9  Phenolic compound Antioxidant S (strong) Basketter et al., 1999
Cinnamaldehyde CIN 104-55-2  Aldehyde Fragrance S (moderate ) Basketter et al., 1999
Eugenol EUG 97-53-0  Phenyl propen Fragrance S (weak) Basketter et al., 1999
Lactic acid LA 50-21-5 Carboxylic acid Food additive, peeling agent NS (irritant) Basketter et al., 1999
Glycerol Gly 56-81-5 Poly-alcohol Moisturizing agent NS Basketter et al., 1999
Tween 20 T20 9005-64-5 Polymer Surfactant NS (slight irritant)  Lanigan and Yamarik, 2002

S: sensitizer; NS: non sensitizer.
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Fig. 2. Sensitizers' effect on total PGE» quantity produced by PMA/LPS-U-937 cells, After
sensitizers' treatment, culture supernatants and SPE{C-18) purified cell lysates of PMA/
LPS-U-937 were analyzed by EIA for PGE; quantification. Total amounts were calculated
as a sum of extracellular and intracellular amounts. Data are expressed as relative total
quantity (%) of PGE; compared to the vehicle control (PMA/LPS U-937 treated with
RPMI or DMSO 0.4%). Results represent the mean + SEM of at least 3 independent
experiments. (n=3-7). Dotted line indicates the 100% threshold. The effect of
treatments with sensitizers was considered significant (*"p=<0.01), when the
confidence interval of the data did not include the reference value 100.

(90% decrease) eicosanoid production. As for TxB, and PGE,, EIA
quantification of PGD; shows that this prostaglandin (which represents
10% of the radioactivity) is also inhibited by all tested sensitizers, as by
NS-398 (data not shown ).

Since sensitizers suppress the majority of COX metabolites (PGE,,
PGDy and TxBy), we investigated the sensitizer's effect, starting
upstream the synthases level, i.e. upstream of PGH,.

Contact sensitizers do not inhibit arachidonic acid mobilization from
membrane phospholipids

As AA mobilization from membrane phospholipids, catalyzed by
PLA; activation, is the rate-limiting step in PG biosynthesis, we studied
the mobilization of this fatty acid in ["H]AA labeled U-937 cells. After
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Fig. 3. Effect of sensitizers on COX metabolites production induced by PMA/LPS in U-937.
AA metabolism in U-937 cells under the effect of PMA {60 ng/ml) and LPS {10 pg/ml ) was
evaluated with ['H]AA labeled U-937 cells. Prelabeled cells were cultured for 24 h with
PMA/LPS with or without NS-398 at 10 uM (a COX-2 inhibitor) or sensitizers [CIN: 50 uM;
EUG: 1000 pM; PPD: 100 pvi; DNCB: 5 M PG: 200 pM; HQ: 10 pM ). The study of the fH]
AA metabolism was processed as described in Material and metheds. [A] Histogram
represents the mean of ['H]AA metabolites produced in culture medium (expressed in
dpm/10° cells ) + standard error (SEM) of the three independent experiments, ** p<0.01)
indicates a significant difference as compared to unstimulated U-937; ## (p=001)
indicates a significant difference as compared to the U-937 cells treated with PMA/LPS,
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Fig. 4. Amount of TxB; produced in U-937 cell culture supernatants after stimulation
with PMA/LPS in presence or absence of sensitizers. (A} Simultaneously with their 24 h
stimulation ( "'MA/LPS), U-937 cells were exposed to sensitizers (CIN; EUG; DNCB; PPD;
HQ; PG; NiSOy). Culture supematants were analyzed for PGE; and TxB, by EIA. Data are
expressed as relative quantity (%) of TxB; (gray bars) and PGE; (black bars) in the
treated samples compared to vehicle control (PMA/LPS U-937 treated with RPMI or
DMSOQ 0.4%). Results represent the mean £ SEM of at least 3 independent experiments
(n=13-7). The effect of treatments with sensitizers was considered significant
(**p=<0.01), when the confidence interval of the data did not include the reference
value 100, (B) U-937 cells were treated with 60 ng/ml PMA and 10 pg/ml LPS for 24 h.
Culture supernatants were analyzed by EIA. Data represent TxB, in pg/ml as mean +
SEM of 3-7 independent experiments,

24 h of PMA/LPS treatment, the quantity of labeled ['H]AA in the
membrane phospholipids decreases significantly (Fig. 5A-upper panel),
while in parallel the total |'H]AA quantity in the model ( culture medium
+cells) remains stable (Fig. 5A-lower panel). Among the different types
of PLA; found in macrophages, we focused on two important cytosolic
types: cPLA; (calcium dependent PLA, J and iPLA; (calcium independent
PLAz). To understand which one is involved in the observed AA
mobilization, we used twao inhibitors: MAFP (iPLA, and ¢PLA; inhibitor)
and BEL, a specific iPLA; inhibitor. As shown in Fig. 5A, while BEL has no
effect, MAFP almost totally abolished the PMA/LPS effect on ['H]JAA
mobilization from membrane phospholipids. These results indicate that
¢PLA; is the phospholipase involved in the AA mobilization triggered by
PMA/LPS in U-937 cells. In contrast, sensitizers do not modify the [ 'HJAA
quantity in membrane phospholipids compared to the PMA/LPS
condition (Fig. 5B), indicating that sensitizers do not inhibit phospho-
lipid hydrolysis.

Since sensitizers do not affect AA mobilization but do inhibit
prostanoid production by PMA/LPS-stimulated U-937, we hypothe-
sized that their interference is very likely to take place at the COX level
(expression and/or activity ).

Only cinnamaldehyde and eugenol inhibit PMA/LPS-induced COX-2
expression

It is well known that COX exists in two major isoforms (Smith et
al., 2000): COX-1, which is constitutively expressed and thus
responsible for basal prostaglandin synthesis, and COX-2, which is
inducible under inflammatory conditions. Among the different
transcription factors regulating COX-2 expression, NF-xB is known
to play a critical role in LPS-stimulated pro-inflammatory response.

We first analyzed ptgs (cox) gene expression, measuring ptgs-1 and
ptgs-2 mRNA by RT-PCR. As expected, whereas plgs-1 expression
remains unchanged at basal level (data not shown}, ptgs-2 expression
is massively induced by PMA/LPS in U-937 cells (Fig. 6A}. Moreover,
the inhibitory effect of the specific COX-2 inhibitor NS-398 (Fig. 3A)
strengthened the predominant role of COX-2 in prostanoids synthesis
induced by PMA/LPS in the U-937 cells,
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Fig. 5. AA mobilization from U-937 membrane phospholipids. AA mobilization in U-937 cells was evaluated on [3H]N\ labeled cells. Prelabeled cells were cultured for 24 hwith PMA/
LPS with or without pharmacelogical inhibitors [NS398 (a COX-2 inhibitor), or MAFP (a cP’LA2 and iP'LA2 inhibitor) or BEL (2 iPLA2 inhibitor)] [A) or contact sensitizers (CIN: 50 pM;
EUG: 1000 uM; PPD; 100 pd; DNCB: 5 pM; PG 200 uM; HQ; 10 pM) (B). The study of the i‘HjM mobilization was processed as described in Material and methods. (Upper panels)
Histograms represent the mean of[’H]M inmembrane phospholipids (expressed indpm/10° cells) + SEM of the three independent experiments. **(p=<0.01) indicates a significant
difference as compared to unstimulated U-937; ##(p=0.01) indicates a significant difference as compared to the U-937 cells treated with PMA/LPS. (Lower panels) Histograms
represent the mean of the total of ['H]AA incorporated in U-937 cells and mobilized in culture medium after 24 h of treatments (expressed in dpm/10° cells) +standard error (SEM)

of three independent experiments,

Induction of COX-2 expression starts very early, since pigs-2 mRNA is
detected from 2 h after stimulation (fold induction = 24) and continues to
increase over time (until 48 h}, reaching remarkably high fold changes
(%3000 at 48 h). We then confirmed these observations at protein level
by COX-1/COX-2 intracellular double staining, followed by FACS analysis.
As shown in Fig, 6B-C, the percentage of COX-2" cells increases over time
after PMA/LPS stimulation, with an optimum after 24 h of stimulation.
COX-2 expression is indeed under the control of the transcription factor
NF-&B, since both COX-2 mRNA and protein are almost completely
inhibited by the NF-xB inhibitor, BAY11-7085 (Fig. 6D). As expected, all
cells are COX-1 positive with a constant expression level over time. We
thus analyzed the effect of sensitizers on COX-2 expression (mRNA and
protein} at 24 h. As shown in Fig. 6D, only CIN and EUG, at the highest
concentration, dearly inhibit COX-2 expression at both mRNA and protein
level, however not as strongly as the NF-+B inhibitor BAY11-7085. In
contrast, none of the other 4 sensitizers significantly modify COX-2
expression, Concerning HQ, only a slight inhibition is ebserved at the
protein level, but, even if this inhibition is statistically significant, its
biological relevance remains undear.

Altogether these resulls on COX-2 expression suggest that the
sensitizers' inhibition of COX-2, if any, should concern the activities of
this enzyme.

Propyl gallate, hydroguinone and eugenol inhibit COX-2 enzymatic
activity

The sensitizers' inhibition of COX-2 activity was assessed in a
biochemical test, using an ovine recombinant COX-2 enzyme. [n this
assay we analyzed the enzymatic peroxidase activity of COX-2 hy
measuring the emergence of a colored compound resulting from the

oxidation by the enzyme of a co-substrate, TMPD. Therefore, in this
assay, a reduction in color was indicative of an inhibition of enzymatic
activity. DuP-697 is used as a reference COX-2 inhibitor.

As shown in Fig, 7, among the tested sensitizers, PG, HQ and EUG
inhibit enzymatic activity, with a respective IC(50) of 27.9, 95.2 and
628 uM. Those inhibitory capacities are however low compared (o
DuP-697, a reference COX-2 inhibitor, which has an [C(50) of 57.5 nM.
DNCB and CIN show no capacity to inhibit COX-2 activity in these test
conditions, For PPD, the assay was inconclusive since PPD alone has
the capacity to oxidize TMPD.

Discussion

It is commonly accepted that chemical sensitizers, as electrophilic
molecules, can react with nucleophilic residues leading to protein-
haptenation and immunogenicity of the protein-hapten complex.
These electrophilic properties have also been described to constitute a
danger signal, which causes oxidative stress and redox imbalance in
DC, inducing their maturation through redox-sensitive pathways such
as those leading to p38 MAPK and NF-xB activation (Ade et al., 2007,
Mizuashi et al., 2005; Trompezinski et al., 2008). More recently, it has
been shown that sensitizers' electrophilic properties allow them (o
activate the signaling pathway involving the repressor protein Keap 1
and the transcription factor Nrf2 which binds to the antioxidant
electrophile response element (ARE) in the promoter of many phase Il
detoxification genes (Ade et al, 2009; Natsch and Emter, 2008 ).
Moreover, it has been demonstrated that well known Nrf2 inducers
such as sulforaphane, also have the capacity to inhibit macrophage-
mediated release of pro-inflammatory cytokines and enzymes
(TNF-x, IL-1f3, COX-2, iNOS}. This inhibition was not observed in
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Fig. 6. Expression of COX-2 in U-937 stimulated by PMA/LPS in the absence { A-C) or presence (D} of contact sensitizers. (A) U-937 cells were treated with 60 ng/ml PMA and 10 pg/mi LPS.
Relative expression of prgs-2 gene was studied by mRNA relative quantification, measured by real-time PCR after 2,6, 10, 24 and 48 h of PMA/LPS stimulation. Results are expressed as fold
change compared to untreated U-937 and corrected by the expression of the house-keeping gene rpl13 as described in Material and methods. Results represent the mean + SEM of at least 3
independent experiments. (B] COX-1 and COX-2 protein expression in U-937 (RPMIT0) and U-937 treated with 60 ng/ml PMA and 10 pg/ml LPS for 24 h. Cells were intracellular stained
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Fig. 7. Sensitizers inhibition of COX-2 enzymatic activity. Sensitizers and Dup-697
(& COX-2 inhibitor) were incubated with a recombinant COX-2 enzyme, from ovine
placenta ( as described in Material and methods). COX-2 activity was calculated from the
fluorescence of the oxidized COX-2 co-substrate TMPD. Data are expressed as relative
activity in the treated samples compared to the vehicle control (DMSO 0.4%).

Nrf2 =/~ macrophages, suggesting that the induction of Nrf2
participates to the inhibition ol pro-inflammatory mediators (Heiss
et al.,, 2001; Lin et al., 2008).

In the present study, among six sensitizers, all known to be Nrf2
activators, we identified two different profiles of in vitro inflammatory
modulation. [nterestingly, all sensitizers {DNCB, PPD, PG, HQ, CIN and
EUG) strongly inhibited the production of COX metabolites such as PGE,
and TxB,, induced by PMA/LPS in U-937 cells, while the production of
other inflammatory mediators such as [L1-f5 and TNF-«x was inhibited
only by CIN and EUG. It is noteworthy that none of these effects were
observed with the 3 tested non sensitizers (LA, Gly, T20). To better
understand how sensitizers specifically modulate this inflammatory
response induced by PMA/LPS, we focused on the impact of such
molecules on the AA metabolism cascade.

Prostaglandins are known to be secreted via active Lransportation
mediated by the multidrug resistance proteins (MRP ), member of the
ATP-binding cassette transporter (ABCC) family (Reid et al., 2003).
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Our data on total PGE, synthesis showed however that a modulation
ol PGE; secretion is insufficient to explain the extracellular inhibition
of PGEs.

In the synthesis of prostanoids, the rate limiting step is the
availability of AA, the substrate of COX enzymes. Sensitizers do not
affect this step, as shown by the experiments on AA mobilization in
['H]AA prelabeled U-937 cells, In the PMA/LPS-stimulated U-937
model, where COX-2 is the major enzyme producing prostanoids, we
found moreover that several sensitizers affect this enzyme at different
levels of inhibition: for instance, using an enzymatic acellular assay,
the phenolic compounds (EUG, PG, HQ) were found to inhibit COX-2
activity. Indeed, phenols as well as aromatic amines and antioxidants,
at high concentrations, are known to inhibit COX activity due to their
ability to quench radical intermediates (Hsuanyu and Dunford, 1992;
Kulmacz and Lands, 1983). Moreover, Thompson and Eling (1989)
showed that EUG also competed with the AA substrate for the
active site of the enzyme. The acellular COX-2 enzymatic assay
we used made it possible to determine the following 1C(50) for PG,
HQ and EUG at 27.9, 95.2 and 628 uM respectively. Recently, Huss and
co-authors (2002) have determined an IC(50) value for EUG at
129 uM and detected an inhibitory activity for CIN [IC(50) =245 pM].
In our enzymatic system, CIN was not detected as a COX-2 inhibitor
(tested to 5 mM), which underlines a sensitivity difference between
the detection techniques. Despite all, it is noteworthy that the [C(50)
values, determined in the acellular enzymalic assay, are for some
molecules significantly higher than the ones found for the PGE,
inhibition in the U-937 cellular system: 10 uM (HQ), 5 uM (EUG).
While it remains to be confirmed that in our PMA/LPS-induced U937
model these sensitizers inhibit PGE-2 synthesis through inhibition of
COX-2 enzymatic activity, the discrepancy between the 1C(50) of
COX-2 and IC(50) of PGE-2 suggests that sensitizers could affect other
parameters than COX-2 activity. Interestingly, only CIN and EUG, at
the highest tested doses, were found to significantly inhibit COX-2
expression at both mRNA and protein levels. These results on EUG are
consistent with the literature on similar in vitro models (Lee et al,
2007, Li et al., 2006). In contrast, in other models (CD34-derived-DC,
HaCalt keratinocyte cell line), sensitizers were shown to induce COX-2
expression instead of inhibiting it (Lambrechts et al., 2010; Moller
et al,, 2008), These opposite results may be explained by the different
inflammatory statuses of the models used.

The link between Nrf2 activation and COX-2 mRNA inhibition
described by Lin et al. (2008) is not relevant in our study since the
induction of Nrf2 by the PMA/LPS cocktail (data not shown) does not
prevent NF-+B-dependent COX-2 expression. Moreover, although all
tested sensitizers are known to be Nrf2 inducers, only CIN and EUG
were found to inhibit COX-2 expression.

Concerning PPD and DNCB, we were unable to identify any
mechanisms of inhibition upstream PGHy, since they affect neither AA
mobilization by PLA,, nor the expression of COX-2. Moreover, in the
enzymatic assay, no inhibition of COX-2 activity could be observed,
even though for PPD this property could not be excluded due to its
interference with the readout system. Furthermore, PPD and DNCB do
not deviate AA oxidation through COX-alternative pathways (LOX...)
since we did not measure any difference in AA metabolites other than
in COX metabolites (data not shown). We also observed that in the
PMA/LPS U-937 model, the 5-lipoxygenase (5-LOX] pathway leading
Lo leukotrienes B4, C4, D4 and E4 is not present (data not shown), as
reported in the literature (Kargman et al,, 1993).

Beyond the mechanisms operating upstream or in parallel to the
PGH; level in the AA metabolic cascade, sensitizer inhibition might
also occur downstream, at the level of the different synthases/
isomerases responsible for the formation of each prostanoid (PGEs,
TxAs...). Since some of these synthases (microsomal PGES-1, PGD
synthase) require glutathione as an essential cofactor for their activity
(Jowsey et al., 2001; Thoren et al,, 2003), it is likely that sensitizers
and in particular DNCB, which are known to deplete GSH (Mizuashi et

al,, 2005}, inhibit the activity of the isomerases. Moreover, mPGES-1,
which possesses cysteine residues important for its activity in its
active site (Thoren et al., 2003}, may be inhibited by sensitizers
known to react with thiols (Gerberick et al., 2004), Nevertheless, the
possible inhibitory effect of sensitizers on prostanoid isomerase
activity remains to be confirmed.

Despite the diversity of mechanisms by which sensitizers affect AA
metabolism, this study demonstrates that all have the capacity to
inhibit the formation of COX metabolites, and in particular PGE;
produced by PMA/LPS U-937. While these results add new insight into
the multiple biochemical effects described so far for sensitizers, the
underlying biological relevance remains unclear.

The environment, in which DC take up antigens and undergo
maturation, shapes the outcome of the induced adaptive immune
response. In that context, it is now clearly established that eicosanoids
and precisely PGE; exert a great impact on DC maturation, In fact,
PGE; contributes to the cytokine expression profile of DCs that skews
the T cell differentiation towards a T helper 2 (Th2) (IL-4, IL-5) by
modulating the IL-10/IL-12 balance (Kapsenberg et al, 1996).
Consequently, PGE;, inhibition by sensitizers would indeed favor a
Th1/cytotoxic T cell reaction, which is perfectly concordant with the
effector T cells involved in ACD (Vocanson et al., 2009), More recently,
prostaglandins synthesized by COX-2 have also been associated with
cellular immune tolerance. In fact, PGE; has been shown to induce
Foxp3+ regulatory T cells (Treg) and to increase their suppressive
regulatory capability (Baratelli et al., 2005). Since it has been shown
that Treg cells can inhibit contact hypersensitivity (Cavani, 2008}, the
inhibition of COX-2 metabolites by sensitizers seems here to favor an
allergic immune reaction.

Among the tested molecules, two sensitizers, EUG and CIN,
depicted a larger inhibition profile since they not only inhibit COX-2
metabolites by inhibiting the expression of the enzyme, but also
decrease the production of IL1-5 and TNF-ar by U-937 induced by
PMA/LPS. On the basis of these results, it would thus appear likely that

EREE |Ha |[Pa|  [pPD| DNcB|
{ [ e

i NFKB | res'idu_es

l < deplfatton

IL-1B || pigs-2 COX-2 isomerases

TNFo || MRNA activity / synthases

PGE2, TxB2, PGD2
synthesis

Fig. 8. Diagram representation of the mechanisms of action of tested sensitizers (DNCB,
PPD,HQ, PG, EUG and CIN} leading to the inhibition of PGE; in U-937 treated with PMA/
LPS. Dotted lines are supposed/hypothetical mechanisms and plain lines are
demonstrated mechanisms. Three main pathways of inhibition are drawn: CIN and
EUG inhibit the transcription of COX-2 (as well as the production of TNF-a and IL-1J3),
through the supposed inhibition of NF+B activation; EUG, HQ, PG (not excluded for
PPD) inhibit the enzymatic activity of COX-2 (demenstrated in an acellular enzymatic
model — to be confirmed in the U-937); DNCB, PPD and possibly all sensitizers inhibit
the activity of all isomerases through their capacity to deplete GSH and to interact with
free thiol groups (Li. cysteine).
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they inhibit the transcription factor NF-xB. Interestingly, the maole-
cules which present the broadest anti-inflammatory properties are
those which have the lowest sensitizer potential. These results bring
to mind those of Lass and colleagues (2008), who found Arnica
tincture and sesquiterpene lactone to be weak contact sensitizers due
to their low potency at inducing inflammation in contrast to their
potent anti-inflammatory effects at preventing the activation of
NF-KB.

In conclusion, the present study strongly suggests that sensitizers
specifically modulate the PMA/LPS induced inflammatory response. We
demonstrate that despite the diversity of their mechanisms of action
(Fig. 8}, all tested sensitizers have the common property to inhibit
the production of COX metabolites, and in particular PGE;, produced
by PMA/LPS stimulated U-937. Future studies on an enlarged set of
chemicals will clarify whether this characteristic is a general hallmark of
sensitizers, how it is linked to sensitization potency and therefore how
this parameter could be implemented into an alternative integrated
strategy for the evaluation of skin sensitization.
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Figure 29 : Effet de la séquence des traitements sur I'inhibition de la production de PGE, par les
sensibilisants.

Les cellules U937 ont été prétraitées pendant 8h (avec PMA/LPS ou avec les sensibilisants ou avec PMA/LPS et
les sensibilisants) avant d’étre stimulées pendant 16h (avec respectivement des sensibilisants ou PMA/LPS).
Les quantités de PGE, ont été dosées dans le surnageant par EIA. Les histogrammes représentent les quantités
relatives moyennes de PGE, (% par rapport au témoin véhicule) + SEM de n=3-5 expériences indépendantes.
La ligne en pointillés représente le témoin solvant.
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Figure 30 : Effet des sensibilisants sur la répartition de la quantité de PGE, dans les fractions intra et
extracellulaires des cellules U937 traitées avec PMA/LPS.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 24h avec PMA (60 ng/mL) et LPS (10 pg/mL) en présence ou
absence d’un sensibilisant (CIN: 50 uM; EUG: 1000 uM; PPD: 100 uM; DNCB: 5 uM; PG: 200 uM; HQ: 10 uM).
Les histogrammes présentent les quantités moyennes de PGE, intra et extracellulaires = SEM calculées sur 3
expériences indépendantes.
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RESULTATS Partie Il : Mécanismes d’action des sensibilisants

A) Résultats supplémentaires de I'article

1) Influence de la cinétique de traitement sur I'effet des
sensibilisants

Les effets démontrés des sensibilisants sur le systéme cellulaire U937 PMA/LPS ont été
obtenus dans des conditions ou I'ensemble des traitements (activateurs PMA/LPS et
sensibilisants) sont administrés de fagon simultanée. Nous avons également décomposé les
traitements afin d’évaluer si les sensibilisants ont la capacité d’arréter la production de PGE,
induite par PMA/LPS (sensibilisants administrés aprés PMA/LPS) et/ou d’empécher I'action
du PMA/LPS sur la mise en place de la voie métabolique COX-2 (sensibilisants administrés
avant PMA/LPS). La figure 29 présente les effets de ces traitements séquentiels sur la
production de PGE, : tandis que le PG, le CIN et 'EUG inhibent la production de PGE,
induite par PMA/LPS quel que soit I'ordre des traitements, la PPD, le DNCB et 'HQ inhibent
la production de PGE, lorsque le sensibilisant est appliqué simultanément ou aprés
PMA/LPS tandis qu’un effet nettement inférieur voire inexistant (PPD) est observé lorsque le
sensibilisant est administré avant PMA/LPS. Ainsi I'ensemble des sensibilisants étudiés
inhibent la production de PGE, en cours d’induction par PMA/LPS mais tous ne sont pas

capables d’empécher la réponse des cellules U937 au PMA/LPS.

2) Les sensibilisants n’engendrent pas de rétention intracellulaire
des prostanoides

Les résultats présentés dans la figure 2 de l'article montrent que la quantité totale de PGE,
produite par les cellules U937 stimulées par PMA/LPS est diminuée de fagon significative
par les sensibilisants. Afin d’exclure que la diminution observée est due a une rétention
extracellulaire de la prostaglandine, nous avons détaillé a la répartition des prostaglandines
présentes dans les fractions intra et extracellulaires (fig. 30). Ces résultats montrent que la
quantité intracellulaire de PGE, est relativement constante, autour de 350 pg/mL, et ce
quelle que soit la condition, y compris pour les U937 non traitées (non montré). Il apparait
donc qu’'une quantité basale de PGE, constante soit maintenue en intracellulaire et que
lorsque la production de PGE, augmente, cette quantité est sécrétée a I'extérieur de la
cellule. De ce fait, on peut conclure que dans les cellules U937 traitées avec PMA/LPS, les

sensibilisants inhibent bien la synthése de PGE, et n’induisent pas de rétention intracellulaire.
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Figure 31 : Effet des sensibilisants sur la répartition des métabolites de COX-2 dans les fractions intra et
extracellulaires des cellules U937 traitées avec PMA/LPS.

Les cellules U937, préalablement marquées avec de [’H]AA, ont été traitées pendant 24h avec PMA (60
ng/mL) et LPS (10 pg/mL) en présence ou absence d’un sensibilisant (CIN: 50 uM; EUG: 1000 uM; PPD: 100
UM; DNCB: 5 uM; PG: 200 uM; HQ: 10 uM). Les histogrammes représentent la moyenne exprimée en dpm/lO6
cellules + erreur standard de la moyenne (SEM) de la radioactivité mesurée dans les fractions intra et
extracellulaires des métabolites de COX-2 pour trois expériences indépendantes.
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RESULTATS Partie Il : Mécanismes d’action des sensibilisants

Afin de s’assurer que ce constat est généralisable a 'ensemble des métabolites de COX-2 et
en particulier a TxB,, métabolite majoritaire dans notre systéme, nous avons analysé la
répartition intra/extracellulaire de I'ensemble des métabolites de COX-2 de cellules U937
marquées avec [°H]AA, traitées avec PMA/LPS en présence ou absence d’un sensibilisant.
Les résultats de la figure 31 confirment que la quantité d’[PHJAA dans la fraction
intracellulaire des métabolites de COX-2 des U937 n’est pas augmentée et au contraire dans
le cas du CIN et du DNCB, la diminution de la synthése est si importante que méme le pool
intracellulaire est affecté. Ainsi on peut conclure que l'inhibition observée de la quantité

extracellulaire de PGE; n’est pas le fait d’'une rétention intracellulaire des prostanoides.

En conclusion nous avons pu démontrer que les sensibilisants testés diminuent la synthése
de prostanoides des U937 induite par PMA/LPS de fagon spécifique par rapport aux
molécules non sensibilisantes et différents niveaux d’interaction au sein de la cascade
enzymatique conduisant a la formation des prostanoides ont pu étre mis en évidence. Tandis
qu’aucun des sensibilisants testés ne semble moduler la mobilisation de I'AA par la cPLA,
nous avons montré que les sensibilisants agissent surtout sur I'expression de COX-2 (EUG
et CIN) et/ou sur lactivité enzymatique (HQ, PG, EUG). Concernant deux sensibilisants
(PPD et DNCB) nous n’avons pu mettre en évidence d’action directe sur le métabolisme de
'AA mais certains éléments laissent penser que l'action du DNCB sur la cascade
métabolique serait due a sa capacité a dépléter le GSH. Dans la partie suivante, nous allons
poursuivre la caractérisation des mécanismes d’action des sensibilisants sur le métabolisme
de I'AA des U937 PMA/LPS en nous attachant tout particuliérement aux effets des

sensibilisants sur les voies de réponse de la cellule au stress oxydant.

Il. Etude des voies de signalisation induites par les sensibilisants dans
le systéeme U937 PMA/LPS

A) Effets thiol-dépendants du DNCB et du CIN sur la diminution de la
production de PGE»

L’étude des effets des sensibilisants de contact sur le métabolisme de I'AA n’a pas permis de
déterminer par quel mécanisme d’action le DNCB et la PPD inhibent la production de PGE.,.
Alors que pour la PPD la piste d’un effet inhibiteur de I'activité enzymatique de COX-2 ne
peut étre exclue, le DNCB a clairement montré une absence d’inhibition de COX-2 aussi bien

au niveau de I'expression que de son activité enzymatique.
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Figure 32 : Effet des sensibilisants sur la quantité de GSH intracellulaire des cellules U937 traitées avec
PMA/LPS.

Les cellules U937 ont été traitées avec PMA (60 ng/mL) et LPS (10 ug/mL) en présence ou absence d’un
sensibilisant (CIN: 50 uM; EUG: 1000 uM; PPD: 100 uM; DNCB: 5 uM; PG: 200 uM; HQ: 10 uM) pendant 1h et
4h. Les cellules ont été lysées et le GSH a été dosé par UHPLC, comme décrit dans la partie « Matériel et
Méthodes ». Les histogrammes présentent pour chaque temps de cinétique les quantités moyennes * écart
type de GSH pour chaque condition, normalisées par rapport a la quantité de protéines extraites, de n=2-3
expériences indépendantes. ** indique un effet significatif (p<0,05) des sensibilisants par rapport au témoin
solvant.
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Figure 33 : Effet de la N-Acetyl-Cystéine (NAC) sur l'inhibition de la production de PGE, par les
sensibilisants.

Les cellules U937, apres avoir été prétraitées pendant 1h avec 10 mM de NAC, ont été stimulées pendant 24h
avec PMA (60 ng/mL) et LPS (10 pg/mL) en présence ou absence d’un sensibilisant (CIN: 50 uM; EUG: 1000
uM; PPD: 100 uM; DNCB: 5 uM; PG: 200 uM; HQ: 10 uM). Les quantités de PGE, ont été dosées dans le
surnageant par EIA. Les histogrammes représentent les concentrations moyennes + SEM de n=3-5 expériences
indépendantes. ** indique un effet significatif (p<0,05) des sensibilisants par rapport au témoin solvant.
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RESULTATS Partie Il : Mécanismes d’action des sensibilisants

Nous avons donc émis I'hypothése que le DNCB pourrait agir au niveau des différentes
synthases en aval de COX-2 et en particulier au niveau de la mPGES-1, responsable de la
formation de la PGE, a partir de la PGH,. Cette hypothése est basée sur le fait que la
mPGES-1 fonctionne avec le GSH comme co-facteur et que le DNCB, de par sa réactivité
vis-a-vis des groupements thiols est bien connu pour dépléter le GSH intracellulaire
(Mizuashi et al., 2005; Hirota et al., 2009; Megherbi et al., 2009; Suzuki et al., 2009; Kagatani
et al., 2010; Migdal et al., 2010). En I'absence de tests enzymatiques disponibles pour cette
enzyme nous avons voulu vérifier si dans le systeme U937 PMA/LPS, l'effet inhibiteur des
sensibilisants sur le métabolisme de I'acide I'’AA pourrait étre lié a une déplétion du GSH par
les sensibilisants. Nous avons ainsi dosé par spectrométrie de masse le GSH intracellulaire
des cellules traitées avec PMA/LPS en présence ou absence de sensibilisants a 1h et 4h. La
figure 32 indique pour I'ensemble des conditions testées les quantités intracellulaires de
GSH rapportées a la quantité de protéines totales. La quantité basale de GSH pour des
cellules U937 varie entre 80-100 nmoles/mg de protéines, soit 5-10 nmoles/10° cellules.
Parmi les sensibilisants testés seuls le DNCB, 'EUG et le CIN diminuent significativement la
quantité de GSH des cellules U937 PMA/LPS, avec les premiers effets observés dés 1h pour
le DNCB et 'EUG. Dans aucune des conditions la présence de GSSG n’a pu étre mise en
évidence (non montré). D’autre part, afin d’évaluer si les effets des sensibilisants sur la
diminution de la production de PGE; sont thiol-dépendants, nous avons pré-traité les cellules
U937 pendant 1h avec un anti-oxydant donneur de thiol, la NAC (N-acétyl-cystéine), avant
de les stimuler avec PMA/LPS pendant 24h en présence ou absence de sensibilisant (fig.
33). Bien que dans ces conditions, la quantité de PGE, produite par les cellules U937
PMA/LPS est plus importante qu'en absence de NAC, la pPD, le PG, I'HQ et I'EUG
continuent d’inhiber complétement la synthése de PGE,. En revanche, il apparait que I'effet
inhibiteur du DNCB et du CIN sur PGE, est diminué, ce qui suggére que les effets inhibiteurs

de ces deux molécules sur la production de PGE; sont du moins en partie thiol-dépendants.

B) Effet des sensibilisants sur I'activation du facteur de transcription NF-kB

L’étude des mécanismes d’action des sensibilisants de contact sur le métabolisme de 'acide
arachidonique a permis de mettre en évidence que certains sensibilisants comme I'EUG et le
CIN diminuent la production de prostanoides des U937 PMA/LPS via une inhibition de
l'expression de COX-2 et diminuent également la production de TNF-a et IL-13. Ces
éléments suggerent que 'EUG et le CIN pourraient inhiber le facteur de transcription NF-kB.
Ainsi nous avons entrepris d’étudier I'activation de NF-kB en mesurant par Western Blot la
dégradation de l'inhibiteur de NFkB, IkB-a, dans les cellules U937 traitées avec PMA/LPS.
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Figure 34 : Effet des sensibilisants sur la quantité de protéine IkB-a dans les cellules U937 traitées avec
PMA/LPS * sensibilisants.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 1h avec PMA (60 ng/mL) et LPS (10 pg/mL) en présence ou absence
d’un sensibilisant (CIN: 50 uM; EUG: 1000 uM; PPD: 100 uM; PG: 200 uM; HQ: 10 uM) ou en présence ou
absence de I'inhibiteur BAY11-7085 a 2 uM. 40 mg de protéines totales ont été analysés par Westernblot pour
la présence d’'IkB-a en comparaison de I'actine . Une quantification d’intensité de marquage (densimétrié) a
été réalisée par le logiciel QuantityOne (Bio-Rad). Les histogrammes présentent pour chaque condition une
quantification en unités arbitraires de I'expression de la protéine IkB normalisée par rapport a la quantité de la
protéine actine B. La ligne rouge en pointillés représente le niveau de la condition U937 traitées avec
PMA/LPS. Le gel montre une expérience représentative de n=2-4 expériences indépendantes.
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Figure 35 : Effet des sensibilisants sur la quantité des cytokines IL-1B, TNF-a et IL-6 produites par les
cellules U937 traitées avec PMA/LPS.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 24h avec PMA (60 ng/mL) et LPS (10 pg/mL) en présence ou
absence d’un sensibilisant (CIN: 50 uM; EUG: 1000 uM; PPD: 100 uM; DNCB: 5 uM; PG: 200 uM; HQ: 10 uM)
ou en présence ou absence de l'inhibiteur BAY11-7085 a 2uM. Les surnageants de culture ont été dosés par
Luminex. Les histogrammes présentent les quantités relatives (%) par rapport aux cellules U937 PMA/LPS
traitées avec le témoin solvant (représenté par la ligne en pointillés) d’IL-1B, TNF-a et IL-6 d’'une expérience
représentative de n=2 expériences indépendantes.
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RESULTATS Partie Il : Mécanismes d’action des sensibilisants

Les résultats présentés en figure 34 montrent que le PMA/LPS induit une diminution
d’intensité de la bande protéique correspondant a IkB-a, suggérant qu’lkB-a est dégradé et
par conséquent le facteur de transcription NF-kB est activé. En présence de linhibiteur
pharmacologique de NF-kB, le BAY-117085, la dégradation d’'IkB-a est annulée. Parmi les
sensibilisants testés, seul le DNCB annule la diminution d’IkB-a induite par PMA/LPS.
Comme largement décrit et confirmé précédemment dans notre modéle U937 PMA/LPS, NF-
KB régule I'expression d’un certain nombre de cytokines puisque l'inhibiteur BAY-117085
annule la production d’IL-18, de TNF-a et d’IL-6 (fig. 26). Nous nous sommes donc
intéressés a l'effet de sensibilisants sur la production de 'ensemble de ces médiateurs. La
figure 35 présente les quantités relatives d’IL-1B8, de TNF-a et d'IL-6 produites par les
cellules U937 PMA/LPS traitées avec différents sensibilisants. Parmi les sensibilisants testés,
le DNCB, 'EUG et le CIN diminuent 'ensemble des médiateurs (IL-13, TNF-a et IL-6) avec
une diminution marquée comparable a celle du BAY-7085 pour 'EUG. L’IL-6 apparait
diminué par I'ensemble des sensibilisants sauf par le PG. Tandis que 'HQ n’induit pas
d’effets significatifs sur les autres médiateurs, la PPD et le PG augmentent significativement
les quantités d’IL-13 et de TNF-a.

L’ensemble de ces résultats montre que parmi les sensibilisants testés, seuls le CIN, TEUG
et le DNCB semblent diminuer l'activation de NF-kB induite par PMA/LPS avec cependant
des mécanismes d’action différents puisque seul le DNCB empéche la dégradation d’'IkB-a
induite par PMA/LPS.

C) Modulation des génes cibles du facteur de transcription Nrf2 par les
sensibilisants de contact dans le systeme U937 PMA/LPS

Dans une étude récente, Lin et collaborateurs (2008) comparent les effets anti-
inflammatoires du sulforaphane sur des macrophages péritonéaux issus de souris Nrf2 (*/)
et () en montrant que dans les cellules Nrf2 (*/*) le sulforaphane inhibe 'induction de la
production de TNF-a, IL-18 et COX-2 par le LPS tandis que ces effets inhibiteurs sont
atténués dans les cellules provenant des souris Nrf2 (/) (Lin et al., 2008a). Dans la méme
perspective, Woo et Kwon (2007) montrent que dans la lignée de macrophages murins
RAW264.7, le sulforaphane a la capacité d’'inhiber I'expression de COX-2 induite par le LPS
(Woo and Kwon, 2007). Les auteurs montrent en effet que le sulforaphane, activateur de
Nrf2, induit 'expression de NQO1 et HO-1, qui empécheraient la translocation de NF-kB
dans le noyau et ainsi la transcription de COX-2. Afin de valider dans notre modéle U937
PMA/LPS si ces liens entre induction de Nrf2 et inhibition de NF-kB se retrouvent, nous
avons étudié l'effet d’'un activateur de Nrf2, le sulforaphane sur la production de PGE, et

I'expression des génes ptgs-2, ho-1 et nqo1.
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Figure 36 : Effet du sulforaphane (SFN) sur la production de PGE, et I'expression des genes ptgs-2, nqgol
et ho-1 par les cellules U937 traitées avec PMA/LPS.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 24h avec avec PMA (60 ng/mL) et LPS (10 pug/mL) en présence ou
absence de SFN.

(A) Les quantités de PGE, ont été dosées dans le surnageant par EIA. Les histogrammes représentent les
concentrations moyennes de PGE, + SEM de n=3 expériences indépendantes.

(B) La quantification des ARNm a été réalisée par RT-PCR quantitative. Les histogrammes présentent les
guantités relatives des ARNm des génes codant pour COX-2, NQO1 et HO-1 dans les U937 traitées avec
PMA/LPS en présence de SFN, comparativement au témoin solvant U937 PMA/LPS. Les valeurs quantitatives
des transcrits des genes d’intérét ont préalablement été normalisées par rapport a I’expression du “gene de
ménage” rpl13. Expérience représentative de n=3 expériences indépendantes.
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Figure 37 : Effet des sensibilisants sur I'expression relative des génes nqol et ho-1 dans les cellules U937
traitées avec PMA/LPS.

Les cellules U937 ont été traitées avec PMA (60 ng/mL) et LPS (10 pg/mL) en présence ou absence d’un
sensibilisant (CIN: 50 uM; EUG: 1000 uM; PPD: 100 uM; DNCB: 5 uM; PG: 200 uM; HQ: 10 uM). L'expression
des génes nqol et ho-1 a été étudiée apres 10 et 24h de traitement par RT-PCR quantitative. Les résultats sont
exprimés en quantités relatives d’ARNm du géne d’intérét comparativement aux cellules U937 PMA/LPS
(témoin solvant). Les valeurs quantitatives des transcrits des genes d’intérét ont préalablement été
normalisées par rapport a l'expression du “gene de ménage” rpl13. Les histogrammes présentent une
expérience représentative de n=3 expériences indépendantes.
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Dans notre modeéle, le sulforaphane inhibe la production de PGE; induite par PMA/LPS (fig.
36A). De plus, I'expression de ’TARNm codant pour COX-2 est également inhibée, puisque
la quantitt d’ARNm de ptgs-2 est diminuée de plus de deux fois (x 0,3). De fagon
concomitante, on peut noter une induction dose-dépendante de la quantité dARNm de nqo1
et ho-1, significative pour le sulforaphane a 5 uM (fig. 36B).

Ces résultats suggeérent que les effets du sulforaphane décrits dans la littérature ont pu étre
confirmés dans notre modéle et que la surexpression des génes cibles de Nrf2 pourrait
contribuer a l'inhibition de I'expression de COX-2 et donc de la production de PGE, induite
par PMA/LPS dans les cellules U937. Nous avons donc souhaité évaluer si, dans notre
systeme, l'inhibition de I'expression de COX-2 démontrée pour le CIN et TEUG pouvait étre
expliquée par une surexpression des génes nqo1 et ho-1. La figure 37 présente I'expression
relative des génes nqo? (A) et ho-1 (B) a 10h et 24h aprés traitement des cellules U937
PMA/LPS avec les différents sensibilisants par rapport aux cellules traitées seulement par le
PMA/LPS. Parmi les sensibilisants testés, seul le CIN a 10h augmente de fagon significative
'expression de nqo1. Cette induction reste toutefois relativement faible (x2) et transitoire
puisqu’elle ne se poursuit pas a 24h. Concernant ho-1, a 'exception du DNCB qui ne modifie
pas significativement I'expression du géne induit par PMA/LPS, tous les sensibilisants testés
augmentent significativement la quantité dARNm du géne a 10h. Les inductions les plus
importantes sont observées pour la PPD, 'HQ et le CIN avec des inductions respectives de
x50, x30 et x50.

Si I'on s'intéresse a la chimiokine IL-8, connue pour étre en partie régulée par Nrf2, on
remarque que parmi les sensibilisants testés seul le DNCB et lTEUG augmentent la quantité
d’IL-8 induite par PMA/LPS avec toutefois des différences au niveau de l'intensité d’'induction
(fig. 38) : tandis que le DNCB augmente légérement la quantité d’IL-8 (x2), TEUG augmente

trés fortement la chimiokine, de maniére comparable au BAY-117085.

Ainsi, une surexpression de certains génes cibles de Nrf2 est observée pour tous les
sensibilisants (sauf le DNCB) et pas uniquement pour ceux qui inhibent NF-kB (EUG, CIN et
DNCB).

En conclusion nous avons montré que les sensibilisants diminuent de facon spécifique la
production des prostanoides et notamment de PGE, et du TxB, par les cellules U937
PMA/LPS et que cet effet n’est pas restreint a la lignée U937 puisque cette signature est
retrouvée dans des moDC. En fonction des sensibilisants, divers mécanismes d’action ont
pu étre décrits : tandis qu’aucun sensibilisant ne semble modifier la mobilisation de I'AA sous
I'action de la cPLA, induite par PMA/LPS, le CIN et 'EUG inhibent I'expression de COX-2 au
niveau de la protéine et 'HQ, le PG et 'EUG inhibent I'activité de COX-2. Le DNCB n’a pour
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sa part aucune action sur COX-2. Nous avons pu cependant montrer que la molécule a la
capacité de dépléter trés fortement la quantité intracellulaire de GSH et que ses effets sur
l'inhibition de la production de PGE, sont principalement thiols-dépendants, ce qui laisse
penser que le DNCB pourrait agir sur les isomérases, en aval de COX-2, dont I'activité est
dépendante du GSH. Au-dela de la cascade de I'AA, nous avons pu montrer que le DNCB,
le CIN et 'EUG inhibent l'activation du facteur de transcription NF-kB avec toutefois des
mécanismes différents puisque seul le DNCB agit au niveau d’IkB-a.

Dans la perspective de pouvoir utiliser le marqueur PGE, dans un test de prédiction du
caractére sensibilisant des molécules et d’identifier comment ce test se positionnerait dans la
batterie de tests existants, en paralléle de cette approche mécanistique, nous avons dans la

suite de I'étude réalisé une analyse statistique du test sur un set élargi de molécules.
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Figure 38 : Effet des sensibilisants sur la quantité de chimiokine IL-8 produite par les cellules U937
traitées avec PMA/LPS.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 24h avec PMA (60 ng/mL) et LPS (10 pug/mL) en présence ou
absence d’un sensibilisant (CIN: 50 uM; EUG: 1000 uM; PPD: 100 uM; DNCB: 5 uM; PG: 200 uM; HQ: 10 uM)
ou en présence ou absence de l'inhibiteur BAY11-7085 a 2 uM. Les surnageants de culture ont été dosés par
Luminex. Les histogrammes présentent les quantités relatives (%) par rapport aux cellules U937 PMA/LPS

traitées avec le témoin solvant (représenté par la ligne en pointillés) d’IL-8 d’une expérience représentative de
n=2 expériences indépendantes.
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PARTIE Ill : Prédiction de I'allergie retardée de contact,
mise en place du « Test PGE; »

. Le test PGE,, un test performant pour la prédiction du caractére

sensibilisant des molécules chimiques

Dans les parties précédentes nous avons pu démontrer que les sensibilisants ont la capacité
d’inhiber la production de PGE; induite dans la lignée U937 par le cocktail PMA/LPS. Sur un
set de 6 molécules sensibilisantes de potentiels variés et 3 molécules non sensibilisantes
nous avons par ailleurs identifie que ces effets sont spécifiques des sensibilisants testés.
D’autre part, nous nous sommes assurés que ces effets ne sont pas dépendants du modéle
in vitro utilisé puisque dans d’autres types cellulaires [DC issues de monocytes et lignée
MUTZ-3 différenciée en DC (non montré)] la spécificité de la réponse a été confirmée.

Dans la perspective d'utiliser le paramétre « inhibition de PGE,» comme marqueur
permettant de prédire le caractére sensibilisant des molécules, nous avons évalué dans le
systéme cellulaire U937 PMA/LPS un set de 176 molécules, pour lesquelles les données du
test LLNA sont disponibles. Ce set, constitué pour moitié de molécules de référence et pour
moitié d’ingrédients cosmétiques, représente une répartition relativement équilibrée de
molécules sensibilisantes et non sensibilisantes puisqu’il se compose de 59% de
sensibilisants et 41% de non sensibilisants.

Pour chaque molécule trois expériences indépendantes sont menées dans les conditions
suivantes : chaque molécule est testée sur une gamme de six concentrations, déterminée
sur la base de la viabilité des molécules sur les cellules U937. Pour des molécules non
toxiques, les molécules sont testées sur une gamme de 200 a 6,25 pg/mL. Pour des
molécules toxiques la dose maximum évaluée correspond a la dose subtoxique pour les
U937 (i.e. dose pour laquelle 70% des cellules U937 sont viables). Chaque molécule est
administrée aux cellules U937 simultanément au cocktail PMA/LPS et incubée pendant 24h
et 48h. Pour chaque temps de cinétique, la viabilité des cellules U937 PMA/LPS est vérifiée
par AlamarBlue et les quantités de PGE, sont dosées par EIA. Une expérience est
considérée comme valide si 1) la quantité basale de PGE, produite par les U937 est
inférieure ou égale a 100 pg/mL ; 2) la quantité de PGE, induite par le cocktail PMA/LPS est
supérieure ou égale a 1000 pg/mL, 3) la PPD, choisie comme référence positive, diminue la
quantité de PGE; a plus de 60% (IR<40%).
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Figure 39 : Analyse statistique des données du test PGE,.

(A) Distribution des valeurs sous le format de boites a moustache, (voir « Matériel et Méthodes ») des IR,
déterminés pour les 176 molécules évaluées dans le test PGE, en fonction de leur caractére sensibilisant
prédit par le LLNA (NS : non sensibilisant ; S : sensibilisant).

° correspond aux valeurs dites « outlier » (atypiques) qui sont supérieures a 1.5 fois « I'interquartile range »

* correspond aux valeurs dites « extreme » (aberrantes) qui sont supérieures a 3 fois « I'interquartile range »
(B) Courbe ROC tracée a partir des calculs de performance (voir Annexe 2 : sensibilité/ spécificité) réalisés sur
les différents seuils de positivité (S vs NS) déterminés pour I'IR,;, issu du test PGE,.

Tableau 7 : Performances prédictives du test PGE, : statistiques de Cooper.

(A) Tableau de corrélation entre les prédictions du test LLNA et celles du test PGE,

(B) Calcul des performances (statistiques de Cooper) pour les 176 molécules.

Les rectangles de couleur indiquent les effectifs considérés pour le calcul de sensibilité, spécificité et

concordance.

Prédiction
PGE,
Total

NS S

Ns [ sz | 20 7
s 20 N

Total 72 104 176

LLNA

Sensibilité 81%

Spécificité 72%

Concordance 77%
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Pour chaque condition, les quantités relatives (IR) de PGE, comparativement au témoin
solvant ont été calculées en pourcentage (par ex., si la quantité est identique au témoin
solvant, IR=100%). Ainsi pour chaque molécule, la quantité relative minimale de PGE; (IRnin)
identifiée sur 'ensemble des doses et des expériences a été reportée (Annexe 1) et une
étude statistique permettant de définir le modéle prédictif (seuil de positivité et calcul des
performances de prédiction en comparaison du LLNA) a été menée sur ce parameétre IRy,
pour chaque temps de cinétique 24h et 48h.

La représentation en « boites a moustache » de la figure 39A indique pour le temps 24h la
répartition des molécules suivant leur IR, en fonction de la prédiction du LLNA. Malgré la
large distribution des molécules aussi bien sensibilisantes que non sensibilisantes, il apparait
que la majorité des sensibilisants a un IR,,<40% (i.e. inhibition = 60%). La courbe ROC
« Receiver Operating Characteristic » du parametre IR, a été calculée (fig. 39B). Cette
courbe permet d'étudier les variations de la spécificité et de la sensibilité d'un test pour
différentes valeurs du seuil de discrimination. Pour rappel, la sensibilité du test est donnée
par la proportion de molécules qui sont sensibilisantes en LLNA et qui sont prédites
sensibilisantes dans le test PGE, (vrais positifs) et la spécificité est donnée par la proportion
de molécules non sensibilisantes en LLNA qui sont prédites non sensibilisantes dans le test
PGE, (vrais négatifs). L'outil de la courbe ROC permet de déterminer un seuil de fagon
empirique pour chaque paramétre, s’approchant le plus d’'un compromis entre sensibilité et
spécificité de prédiction. Un seuil est idéal s'il permet de séparer totalement tous les positifs
des négatifs, sans faux positifs, ni faux négatifs. Il est donc défini par une sensibilité et une
spécificité égales a 1. Pour chaque paramétre, les seuils s’approchant le plus de ce
compromis sont surlignés en rouge dans le tableau (Annexe 2). Il apparait que le seuil de
40% pour le paramétre IR, identifie a partir des boites @ moustache est confirmé par la
courbe ROC.

Le seuil de positivité ayant été établi (molécules prédites S si IR, < 40% et molécules
prédites NS si IRy, > 40%), les performances du test ont pu étre calculées (tableau 7). Il
apparait que la concordance générale du test est de 77%, avec une meilleure sensibilité
(81%) que spécificité (72%). Le méme travail conduit sur les données a 48h aboutit a la
détermination d’un seuil pour IR, @ 57 (résultats non montrés). Les performances globales
sont cependant moins bonnes (sensibilité 75 %, spécificité 63% et concordance générale
70%). Au vu de ces résultats, la cinétique de 24h et le seuil de positivité de « IRmin < 40% »

ont été retenus.
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Figure 40 : Effet dose du PG et de I'EUG sur la production PGE, par les cellules U937 traitées avec
PMA/LPS.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 24h avec PMA/LPS en présence ou absence du PG ou de 'EUG. Les
quantités de PGE, ont été dosées dans le surnageant par EIA. Les histogrammes présentent les index de
réactivité (IR) en %, c'est-a-dire les quantités relatives de PGE, (calculées comparativement aux cellules U937
traitées avec le témoin solvant). La ligne en pointillés rouge indique le seuil d’'une quantité relative de 40%
(soit une inhibition de la production 60%), permettant de déterminer I'EC(40). Expériences représentatives de
n> 3 expériences indépendantes.

Tableau 8 : Distribution des valeurs d’EC(40) en fonction des potentiels sensibilisants des molécules,
détermination de seuils.

Distribution des valeurs sous le format de boites a moustache, (voir « Matériel et Méthodes ») des EC(40)
déterminés pour les 89 molécules évaluées dans le test PGE, en fonction de leur potentiel sensibilisant prédit
par le LLNA. Détermination graphique de seuils [EC(40) = 10 et EC(40) = 50] délimitant trois classes d’EC(40).
Le tableau renseigne les effectifs par groupe d’EC(40) déterminés graphiquement.
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<10 9 16 18 4
10<x< 50 1 7 15 6
>50 0 2 4 7
Total 10 25 37 17
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RESULTATS Partie lll: Test PGE;

ll. Pertinence du test PGE, pour la prédiction du potentiel sensibilisant

des molécules chimiques

A) Absence de corrélation entre le potentiel sensibilisant des molécules et le
potentiel d’inhibition de la production de PGE»

Une fois le seuil de positivité établi (IR, = 40%), nous avons entrepris de préciser si I'on
pouvait distinguer au sein des sensibilisants les différentes classes de potentiel déterminées
par 'EC(3) du LLNA. Pour cela, de maniére similaire a 'lEC(3) du LLNA, une concentration
seuil pour induire un IR<40, « EC(40) », a été déterminée pour chaque molécule. Parmi les
molécules « inhibant » la production de PGE,, dont I'lR;, est inférieur a 40%, on peut
distinguer deux profils d’inhibition (fig. 40): les molécules qui présentent un effet dose-
réponse [comme le PG mais aussi comme le TNBS, le DNCB, le PAP, I'oxazolone, 'HQ ou
encore le NiSO, (résultats non montrés)] et les molécules pour lesquelles toutes les doses
testées diminuent significativement la quantité de PGE, et pour lesquelles il ne nous a pas
été possible d’identifier une dose avec un IR<40%. Ce cas de figure qui comprend I'eugénol,
lisoeugénol, le résorcinol, ou encore le cinnamaldéhyde qui représente une minorité des
molécules qui inhibent la production de PGE,, comporte en majorit¢ des sensibilisants
modérés mais on trouve également des sensibilisants forts et extrémes (comme le bromure
de benzyl et la 2-nitro-p-phenylenediamine) (résultats non montrés). Les « EC(40) » ont donc
été calculées comme suit : pour les molécules présentant une inhibition en dose-réponse,
'EC(40) est la plus faible dose testée pour laquelle I'IR,;,<40; pour les molécules inhibant a
toutes les doses testées, la valeur d’EC(40) a été arbitrairement ramenée a la plus faible
dose testée. Nous avons donc cherché a identifier si le paramétre EC(40) pouvait permettre
de prédire le potentiel sensibilisant des molécules. Le tableau 8 présente la distribution des
EC(40) des molécules classées sensibilisantes par le LLNA et prédites S par le test PGE,en
fonction de leur potentiel sensibilisant (extréme, fort, modéré, faible). On peut remarquer que
les sensibilisants extrémes ont des valeurs d’EC(40) plutét faibles (<10pg/mL)
comparativement aux autres groupes. Méme si une tendance semble se dégager autour du
seuil de 10 pour distinguer 2 groupes, extrémes et forts d’'une part et sensibilisants modérés
et faibles d’autre part, le nombre de faux positifs reste trop élevé pour établir une régle,
puisque 40% (22/54) des molécules sensibilisantes faibles et modérés ont un EC(40)
inférieur a 10 (tableau 8).

En conclusion, le paramétre EC(40) ne permet pas de prédire le potentiel sensibilisant des

molécules.
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Figure 41 : Distribution des valeurs d’'IRi, et IRnax pour les cytokines TNF-a et IL-1 en fonction des
potentiels sensibilisants des molécules.

Les cellules U937 ont été traitées pendant 24h avec PMA (60 ng/mL) et LPS (10 ug/mL) en présence ou
absence d’'une molécule a tester. Les surnageants de culture ont été dosés par EIA pour TNF-a et IL-1p et
PGE,. Pour chaque molécule (50) un IR, et un IR, ont été définis pour chacun des maqueurs PGE,, TNF-a et
IL-1B. Pour les molécules inhibant PGE, (i.e. IRy, < 40), les IRy, et IRna pour TNF-a et IL-1B ont été
représentés sous forme de boites a moustache en fonction de leur potentiel sensibilisant défini par le LLNA.

Tableau 9 : Performances individuelles (statistiques de Cooper) des tests MUSST, DPRA, Nrf2-HTS et PGE,
Les principes, protocoles et modeéles prédictifs des différents tests sont détaillés dans la partie « Matériel et
Méthodes ». Sur la base des résultats de ces tests sur 160 molécules (66 NS et 94 S), le pourcentage de
molécules prédites et les performances ont pu étre calculées comme décrit dans « Matériel et Méthodes ».

Nombre de

réponses Concordance Sensibilité Spécificité
% % % %
0
MUSST 62 78 35 -
DPRA 86 80 86 69
Nrf2-HTS 88 74 76 7
PGE, 100 78 33 1
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RESULTATS Partie lll: Test PGE;

B) Intérét des paramétres complémentaires « modulation des cytokines TNF-
a et IL-1B8 » pour la prédiction du potentiel sensibilisant

Lors de I'étude mécanistique des effets des sensibilisants sur l'inhibition de la production de
PGE; (parties Il), nous avons pu identifier que parmi les sensibilisants testés, lEUG et le CIN,
dont les potentiels sensibilisants sont les plus faibles, présentent la signature anti-
inflammatoire la plus importante, puisque les deux molécules, au-dela de PGE, diminuent
également de maniére significative les quantités de TNF-a et d’IL-13 produites par les
cellules U937 PMA/LPS, quand testées a forte concentration. A l'inverse, la PPD, I'HQ et le
PG, sensibilisants forts a extrémes, montrent une augmentation des quantités de TNF-a et
IL-1B produites par les cellules U937. Ainsi nous avons évalué si ces observations pouvaient
se généraliser a un set plus important de molécules et si la modulation d’autres médiateurs
inflammatoires comme le TNF-a et I'lL-1B pouvait étre corrélée au potentiel sensibilisant des
molécules.

Pour cela, sur un set de 50 molécules de référence « inhibant PGE, » (testés dans les
conditions du test PGE, sur U937 PMA/LPS: 6 doses par molécule, 24h de traitement), en
paralléle de PGE,, les concentrations de TNF-a et IL-1p ont été quantifiées par EIA et pour
chaque cytokine, un IRy, et un IR« ont été déterminés (Annexe 3). A l'image de I'IRnin,
'Rmax représente lindex de réactivité maximal atteint parmi les différentes doses et
expériences testées. La distribution des 4 paramétres selon les potentiels sensibilisants des
molécules est représentée dans la figure 41. Sur les 28 molécules qui inhibent PGE; la
moiti€ ou moins inhibe également a plus de 50% IL-1 (15/28), et/ou TNF-a (11/28) (Annexe
3). Seulement 9 molécules inhibent I'ensemble des marqueurs, uniquement des non
sensibilisants ou sensibilisants faibles/modérés (isoeugénol, eugénol, cinnamaldéhyde,
chlorhexidine, butyl glycidyl ether, propyl paraben, diethyl maleate, 6-methylcoumarine et
SDS). Toutefois, aucune régle générale sur les paramétres individuels ou en combinaison ne
semble pouvoir se dégager.

Méme si I'ajout des paramétres TNF-a et IL-1B ne permet pas de prédire le potentiel
sensibilisant des molécules, il apparait de fagon intéressante que parmi les molécules qui
inhibent les trois médiateurs on ne retrouve que des sensibilisants faibles/modérés ou des

non sensibilisants.
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Tableau 10 : Matrice de corrélation des prédictions du caractere sensibilisant (S vs NS) des tests DPRA,
MUSST et Nrf2-HTS par rapport au test PGE,.

Les pourcentages des molécules prédites de fagon identique au test PGE, sont calculés de la fagon suivante :
%MP= (Nombre molécules avec test PGE, et le test DPRA, MUSST ou Nrf2-HTS donnent méme conclusion)/
(Nombre molécules prédites par le test DPRA, MUSST ou Nrf2-HTS)

Ces pourcentages sont calculés pour I'ensemble des 160 molécules (A), pour les 125 molécules bien classées
en PGE, comparativement au LLNA (B) et pour les 35 molécules mal classées par le test PGE, comparativement
au LLNA (C).

A Ensemble des 160 molécules
% de molécules
prédites de fagon DPRA MUSST Nrf2-HTS
identique
PGE, 90 89 94
Molécules « bien classées » en PGE, (comp. LLNA)
B % de molécules
prédites de fagon DPRA MUSST Nrf2-HTS
identique
PGE2 81 76 83
Molécules « mal classées » en PGE, (comp. LLNA)
C % de molécules
prédites de facon DPRA MUSST Nrf2-HTS
identique
PGE2 48 43 32
60
U Molécules classées S par
c w 50 - ] PGE, et S par la combinaison
oS DPRA/Nrf2/MUSST
23 40 -
3 ®
o @ O Molécules classées S par PGE, et
g3 30 classées NS par la combinaison
PRI DPRA/MUSST/Nrf2
Q=
° 20 -
c =
8
£S5 10
[
88 . — =
Accepteurs Electrophiles  Bases Agents Pas 2 Electrophiles
de SN2 de Schiff acylants de liaison  mécanismes SNar

Michael

Figure 42 : Représentativité des classes de réactivité de molécules classées S par le test PGE, et classées
de la méme fagon ou différemment par la combinaison des 3 autres tests (DPRA, MUSST et Nrf2-HTS).
Les classes de réactivité sont données par le logiciel ToxTree
(http://ihcp.jrc.ec.europa.eu/our_labs/computational_toxicology/qgsar_tools/toxtree).

Les pourcentages sont calculés par rapport au nombre total de molécules classées S par le test PGE,, soit 97.
Les effectifs respectifs des molécules classées S par le test PGE, et classées S par la combinaison des trois
autres tests et des molécules classées S par le test PGE, et classées NS par la combinaison des trois autres
tests sont respectivement de 84 et 13.
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RESULTATS Partie lll: Test PGE;

En conclusion, le test PGE,, qui prédit le caractére sensibilisant d’'une molécule en fonction
de sa capacité a diminuer a plus de 60% la quantité de PGE, produite dans le systeme U937
PMA/LPS, présente de bonnes performances. Toutefois, nous n’avons pu identifier de regle
afin de corréler avec le potentiel sensibilisant des molécules que ce soit au niveau de
lintensité d’inhibition maximale ou de la premiére dose a laquelle une molécule franchit le
seuil des 60% d’inhibition.

Comme déja évoqué dans lintroduction de cette thése, d’autres tests modélisant également
les événements pré-immuns de I'allergie de contact sont développés (tests DPRA, MUSST,
Nrf2-HTS...). Dans la derniére partie de ce travail nous nous sommes donc intéressés a
positionner le test PGE, par rapport aux autres tests actuellement utilisés en interne chez
L’Oréal.

lll. Positionnement du test PGE, dans la batterie de tests prédictifs
disponibles

Comme admis par I'ensemble de la communauté (Jowsey et al., 2006; Maxwell and Mackay,
2008; Natsch et al., 2009), il est peu probable qu’un seul test permette de prédire le potentiel
sensibilisant avec de bonnes performances et, dans cette perspective, tout le défi réside
dans lintégration des différents tests dans une batterie prédictive. Chez L’Oréal, nous
travaillons un certain nombre de tests in silico (DEREK, TIMES, TOOLBOX) et in vitro
(DPRA, MUSST, Nrf2-HTS) et I'exercice d’intégration des tests est actuellement en cours.
Ainsi, sur un set commun de 160 molécules, des données ont été générées pour 'ensemble
de ces tests. Dans la perspective de mieux comprendre le positionnement du marqueur
PGE; par rapport aux autres marqueurs de réactivité chimique, d’induction de Nrf2 et de
maturation des DC, nous avons analysé les résultats du test PGE, au regard de ceux des
tests DPRA, Nrf2-HTS et MUSST ainsi que des catégories de réactivité chimique données
par l'outil in silico Toxtree. Pour rappel, les protocoles de ces tests ainsi que les régles de
prédiction des molécules sont détaillés dans la partie « Matériel et Méthodes ».

En Annexe 4 sont présentés pour les 160 molécules (89 ingrédients cosmétiques et 71
molécules de référence) les prédictions de chacun des tests. De fagon générale, sur ce set
de molécules, tous les tests présentent de bonnes performances avec une concordance
générale supérieure ou égale a 74% et une sensibilité meilleure que la spécificité (Tableau
9). Toutefois, contrairement au test PGE, qui donne une prédiction pour toutes les molécules

testées, dans certains tests de nombreuses molécules ne sont pas classées.
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Figure 43 : Distribution (« boftes a moustache ») des pourcentages de déplétion du peptide Cys du test
DPRA en fonction de la classe (S vs NS) prédite par le test PGE,

La comparaison des médianes des deux groupes par le test de Wilcoxon donne une p-value < 0.0001, ce qui
signifie que les deux groupes sont statistiquement différents.
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RESULTATS Partie lll: Test PGE;

Si I'on s’intéresse au positionnement relatif du test PGE, par rapport aux autres tests, en
comparant deux a deux les prédictions du test PGE, avec celles des autres tests, on
remarque que respectivement 89, 90 et 94% des prédictions du PGE, sont identiques aux
conclusions données par les tests DPRA, MUSST et Nrf2-HTS, lorsque ces derniers donnent
une prédiction (S/NS) (Tableau 10). Parmi les molécules bien classées par le PGE, par
rapport au LLNA (125 molécules), respectivement 81, 76 et 83% sont également bien
classées par le test DPRA, MUSST et Nrf2-HTS. En revanche, au niveau des molécules mal
prédites par le PGE, comparativement au LLNA (35 molécules), seulement 50% sont
prédites de la méme facgon par le DPRA et le MUSST, voire moins dans le cas du test Nrf2,
ce qui signifie que le test PGE, ne semble pas « se tromper » dans ses prédictions de la
méme fagon que les autres tests.

Si 'on analyse les 97 molécules classées S par le test PGE, (Annexe 4) comparativement a
la prédiction donnée par la combinaison des 3 autres tests (DPRA, MUSST, Nrf2-HTS) et au
regard des catégories de réactivite de la classification d’Aptula et Roberts (2005), on
remarque que dans les cas ou les 2 prédictions different (PGE, vs combinaison
DPRA/MUSST/Nrf2-HTS), la proportion des catégories de réactivitt comme les bases de
Schiff, les agents acylants et les réactions SN, est augmentée (fig. 42). A linverse, les
accepteurs de Michael, constituant 50% des molécules classées S par le test PGE;, ne
représentent que 15% des cas de désaccord de prédiction. Suite a cette observation, nous
avons entrepris une analyse comparative du test PGE, avec la réactivité des molécules sur
le peptide Cys du test DPRA. Les résultats présentés dans la figure 43 montrent que plus de
50% des molécules classées S en PGE, déplétent le peptide Cys a plus de 80% et que plus
de 50% des molécules classées NS par le test PGE, déplétent @ moins de 2% le peptide Cys.
Ainsi il se dégage une corrélation entre la capacité des sensibilisants a réagir sur les Cys et

leur capacité a inhiber PGE.,.

En conclusion, I'étude statistique a permis de mettre en évidence que le paramétre
« inhibition PGE, » est un bon marqueur pour un test de prédiction du caractére sensibilisant
des molécules mais que les parameétres étudiés ne sont pas suffisants pour prédire le
potentiel des molécules en tant que tels. L’'analyse comparative du test par rapport aux
autres tests DPRA, MUSST et Nrf2-HTS semble indiquer une certaine complémentarité des
mécanismes analysés dans chacun des tests et notamment pour les molécules autres que

des accepteurs de Michael.
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DISCUSSION

De par leurs propriétés physico-chimiques, les sensibilisants sont des molécules
électrophiles qui modifient les protéines endogénes pour former un complexe hapténe-
protéine immunogéne. Cette premiére étape, appelée « signal 1 » n’est cependant pas
suffisante pour induire I'activation et la prolifération de cellules T, spécifiques de I'hapténe.
En effet, un deuxiéme signal dit de danger, activant 'immunité innée et déclenchant un
environnement d’alerte, est déterminant dans la mise en place d’une réponse spécifique de
sensibilisation.

Un certain nombre d’observations viennent pourtant nuancer ce constat : tout d’abord, la
phase de sensibilisation de 'HSRC est un processus silencieux sur le plan clinique, sans
manifestation inflammatoire mesurable. Ensuite, les propriétés anti-inflammatoires de
certaines molécules (eugénol, cinnamaldéhyde, isoeugénol...) n’empéchent pas leur
capacité a induire une sensibilisation de contact (Lin et al., 2003; Lee et al., 2007). Enfin, les
sensibilisants sont décrits pour étre des activateurs du facteur de transcription Nrf2 (Natsch
and Emter, 2008; Ade et al, 2009) dont on sait que certains génes cibles (ex. HO-1,
NQO1...) possédent des fonctions de détoxification et mettent en place un programme anti-
inflammatoire conduisant a l'inhibition de I'expression de COX-2 (Lin et al., 2008a; Liu et al.,
2008b). La mise en place de ces programmes permet ainsi aux cellules de surmonter le
stress oxydant induit par l'attaque électrophile. En d’autres termes, la réactivité intrinséque
des sensibilisants permet donc de générer un signal de danger indispensable a la maturation
des DC mais dans le méme temps cette réponse aboutit a la mise en place d’'un programme
antioxydant et anti-inflammatoire.

Etant donné la complexité et l'importance du réle du signal de danger dans le
développement de la réponse immunitaire et plus spécialement ici dans le développement
de 'HSRC, nous nous sommes intéressés a étudier comment les sensibilisants modulent la
réponse inflammatoire de la cellule. Tandis que la plupart des études in vitro évalue
comment les sensibilisants induisent cette réponse, nous avons adressé cette question avec
un angle différent, en évaluant I'impact des sensibilisants sur la mise en place d’'une réponse

inflammatoire, ici induite par I'association PMA/LPS.

I. Caractéristique du modéle expérimental U937 PMA/LPS

Pour l'objet de notre étude nous avons travaillé avec la lignée U937, bien décrite pour sa
capacité a répondre aux sensibilisants (Rousset et al., 2000; Python et al., 2007; Aeby et al.,
2010). Cette lignée promonocytaire issue d’'une leucémie monoblastique, qui a la capacité
d’étre différenciée en macrophages, est également utilisée pour I'étude d’effets anti-

inflammatoires de molécules. Dans la plupart des études les cellules U937 sont
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préalablement différenciées en macrophages avec le PMA pendant plusieurs jours avant
d’étre stimulées avec le LPS (Schenkein, 1986; Arias-Negrete et al., 1995; Jiang et al., 2003;
Wang et al., 2008; Minafra et al., 2011). Dans nos conditions, les traitements PMA et LPS
sont réalisés de maniére simultanée. Durant le processus de différenciation les cellules
subissent des modifications phénotypiques, morphologiques et fonctionnelles (Dodd et al.,
1983; Harris and Ralph, 1985). Malgré la différence de protocole dans la séquence des
traitements, nous avons pu retrouver un certain nombre des modifications décrites,
notamment l'augmentation de la taille des cellules, l'allongement de leur temps de
doublement, le fait que les cellules deviennent adhérentes et s’agrégent entre elles, ainsi
que l'augmentation du marqueur de monocytes CD14 et du marqueur de macrophages
CD68.

Au cours de leur différenciation, les cellules acquierent également la capacité de sécréter un
certain nombre de molécules biologiquement actives (prostanoides, cytokines...). En
revanche si cette étape de différenciation n’est pas engagée, elles ne sont pas capables de
répondre complétement a la stimulation bactérienne LPS et en ce sens elles différent des
monocytes issus de sang périphérique, des macrophages et des moDC (Kurland et al.,
1979; Cobb et al., 1983). Nous avons pu confirmer que les cellules U937 indifférenciées
expriment le TLR4 (non montré) mais comme décrit plus haut, elles sont négatives pour
CD14. Comme le LPS agit sur la cellule en se liant a la triade CD14/TLR4/MD2 (« Myeloid
Differenciation 2 ») induisant I'activation de facteurs de transcription dont NF-kB (Guha and
Mackman, 2001), on peut penser que I'absence de réponse des U937 au LPS est due a
'absence d’expression constitutive de CD14. Ainsi, seule I'association PMA/LPS permet la
production d’un grand nombre de médiateurs (cytokines, chimiokines, prostanoides).

Si 'on compare nos résultats a ceux des études rapportées dans la littérature on remarque
qu’un prétraitement des cellules U937 pendant plusieurs jours avec du PMA n’induit pas de
réponse des cellules au LPS plus rapide, que ce soit au niveau de I'expression de COX-2 ou
des prostaglandines; de méme, les quantités de prostaglandines produites ne sont pas
supérieures dans le cas d’un pré-traitement avec le PMA (Schenkein, 1986; Arias-Negrete et
al., 1995; Jiang et al., 2003).

Concernant la production de prostanoides, chacun des activateurs PMA et LPS intervient a
plusieurs niveaux dans la cascade métabolique de I'AA, notamment sur les enzymes clés
cPLA; et COX-2: le PMA, en tant que puissant activateur de la protéine kinase C (PKC),
induit sa translocation du cytosol vers la membrane (Lee et al., 2003) et consécutivement
active la translocation de 'enzyme cPLA; vers la membrane cellulaire (Rehfeldt et al., 1991).
En parallele, le PMA induit 'expression de COX-2 au niveau de 'ARNm via l'activation des
MAPK et de NF-kB (Dean et al., 1999). De la méme fagon, le LPS a de multiples effets,
notamment sur la cPLA,. Le LPS, via le récepteur CD14, active la phospholipase C (PLC)
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qui libére a partir des phospholipides membranaires (PL) du diacylglycerol (DAG) et de
l'inositol triphosphate (IP3). LIP3 active la calmoduline impliquée dans I'augmentation
intracellulaire du calcium (Ryu et al., 1987), ce qui favorise I'activité enzymatique de la cPLA,.
D’autre part, le DAG et I'lP3 activent I'activité de la cPLA; via l'induction de la PKC et des
MAPK p38 qui phosphorylent la cPLA; sur ses sites Ser®® et Ser’?’
1997). De plus, l'activation du complexe CD14/TLR4/MD2 par le LPS active le facteur de
transcription NF-kB (Lin et al., 2001) et probablement €également la voie MAPK p38 (Jiang et
al., 2003; Dean et al, 1999; Zhang et al., 1999) conduisant a I'expression de COX-2.

L’ensemble de ces différentes voies a été synthétisé dans la figure 44.

(Kramer and Sharp,

Ces éléments bibliographiques sont cohérents avec le fait que dans notre modéle seule la
condition PMA/LPS permette la production des différents prostanoides (TxB,, PGE,, PGD,)
par les U937 en induisant 1) une mobilisation de I'AA sous l'action de la cPLA,;, 2)
l'expression de I'enzyme COX-2 et probablement 3) I'expression et la synthése des
différentes synthases en aval de COX-2. En effet, en absence du PMA, le LPS ne peut agir
sur la cellule, faute de CD14 et en absence de LPS, 'augmentation du calcium intracellulaire,
nécessaire a l'activation de I'enzyme cPLA; fait défaut. D’autre part, le PMA seul n’est pas
capable d’induire I'expression de COX-2 au niveau de la protéine alors qu'il I'induit au niveau
du transcrit (instabilité des ARNm ?) (fig. 24).

Pour aboutir a la production de cytokines/chimiokines par les U937, deux signaux sont
nécessaires : d'une part la transcription est induite par [lactivation de facteurs de
transcription, tels NF-kB et d’autre part, dans le cas de I'lL-1B, I'activation de I'inflammasome
est également indispensable pour cliver la forme inactive pro-IL-13 et libérer la forme active
IL-1B. Ainsi, de méme que pour les prostanoides, I'association PMA/LPS est nécessaire a la
production de I'ensemble des cytokines par les U937. En effet, en absence de PMA, le LPS
n'a pas d’effet sur la cellule qui nN’expriment pas CD14. En I'absence de LPS, le PMA est
capable d’activer NF-kB, probablement via I'activation de la PKCa, qui phosphoryle la sous
unité p65 de NF-kB (Mut et al., 2010), ce qui aboutit a la production de TNF-a. En revanche,
le PMA ne semble pas activer l'inflammasome, puisqu’en I'absence de LPS, I'lL-13 n’est pas
produite, méme si de par ses capacités a induire NF-kB, on peut penser que la forme pro-IL-
1B est présente.

Dans notre modéle, I'expression des génes ho-1, nqo1 et akric2, de méme que la
production d’'IL-8 sont induites par le PMA, indiquant que le facteur de transcription Nrf2 est
activé par le PMA. Ces résultats confirment ceux de Huang et collaborateurs (2000) qui ont
pu mettre en évidence in vivo et in vitro une activation de la voie Nrf2 par le PMA via
I'activation des PKC (Huang et al., 2000).
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Figure 44 : Schéma de synthése des effets du PMA et du LPS sur I'activation des facteurs de transcription NF-kB et Nrf2 ainsi que sur la synthese de médiateurs
inflammatoires (prostanoides, cytokines, chimiokines) par les U937.

Le PMA (fleches roses) via I'activation de la PKC induit 1) la translocation de la cPLA,a la membrane, 2) I'activation de Nrf2 et 3) participe a I'activation de NF-kB via
I'induction des MAPK. Au-dela, il induit I’expression de CD14 nécessaire a la réponse du LPS.

Le LPS (fleches bleues) induit via TLR4/CD14/MD2, le facteur de transcription NF-kB et la transcription des génes associés (COX-2, pro-IL-1B, TNF-a...). De plus, le LPS active
la phospholipase C (PLC) qui en induisant I'inositol 3 phosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG) conduit respectivement a I’augmentation du calcium intracellulaire (Ca®") et
I'activation de la PKC, aboutissant a I'activation de la cPLA,. Ainsi, en réponse au PMA et LPS, la cascade métabolique de I’AA se met en place : les phospholipides
membranaires (PL) sont hydrolysés en AA sous I'action de la cPLA,. L’AA est ensuite métabolisé par la COX-2 en PGH, qui est ensuite pris en charge par les différentes
synthases (mMPGES-1, TxBS, PGDS...) pour donner les prostanoides correspondants PGE,, TxB,, PGD,...

En rouge sont représentés les principaux inhibiteurs utilisés.

mmm) : translocation
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En effet, parmi les différentes voies possibles d’activation de Nrf2, les PKC ont été décrites
comme ayant un réle crucial, aussi bien via la phosphorylation de Nrf2 lui-méme, entrainant
un changement de conformation du complexe Keap1/Nrf2 et la libération consécutive de
Nrf2, que via la phosphorylation de ses partenaires (Keap1 et/ou Maf), favorisant ainsi la
réponse des cellules au stress oxydant (Huang et al., 2000).

Ainsi, le modéle d’étude U937 PMA/LPS est un modéle dans lequel 'ensemble des voies de
signalisation conduisant a la production de médiateurs inflammatoires sont induites. Cette
caractérisation nous a permis d’aborder la question de l'effet des sensibilisants sur ces

médiateurs.

Il. Inhibition par les sensibilisants de contact de la production des
prostanoides par U937 PMA/LPS : une méme signature biologique pour

des mécanismes d’action variés

Notre étude portant sur six sensibilisants de référence de potentiel et de mécanismes
d’action variés (hapténes vrais, pro et pre-hapténes) a mis en évidence que les sensibilisants,
contrairement aux molécules non sensibilisantes testées (acide lactique, glycérol et tween
20) ont la capacité de diminuer significativement la quantité de prostanoides produits par les
cellules U937 PMA/LPS.

Les prostanoides sont décrits pour étre secrétés hors de la cellule par un transport actif
meédié par les transporteurs MRP (Reid et al., 2003). Nos données montrent qu’une
modulation de la sécrétion de PGE, par les sensibilisants de contact, si elle a lieu, est
insuffisante pour expliquer la diminution de la quantité extracellulaire de PGE; et que tous les
sensibilisants étudiés inhibent bien la synthése des prostanoides. Cependant, une sécrétion
réduite n’est toutefois pas a exclure puisque de nombreux éléments laissent penser que les
sensibilisants pourraient étre pris en charge directement ou via leur conjugaison au GSH par
des transporteurs MRP et pourraient ainsi empécher par compétition la sécrétion des
métabolites de I'AA hors de la cellule. Pour aller dans ce sens, il a récemment été montré in
vitro a la fois sur kératinocytes normaux humains (NHEK) que sur moDC que les
sensibilisants eugénol et isoeugénol sont transportés hors de la cellule par des transporteurs
MRP et en particulier le MRP-1 (Skazik et al., 2008; Skazik et al., 2011). De méme, il a été
décrit que le DNCB en se couplant au GSH est transporté in vitro hors de la cellule via MRP-
4 (Bai et al., 2004).

D’autre part, nous nous sommes assurés que l'effet inhibiteur des sensibilisants sur la
production des prostanoides n’est pas di0 a linduction des autres voies métaboliques

alternatives de I'AA, notamment la voie 5-LOX et donc a une déviation des métabolites de
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I'AA en leucotrienes. En effet, la 5-LOX est absente des U937, méme aprés traitement au
PMA/LPS (Kargman et al., 1993) et nous n’avons pas dosé de leucotriene et de 15-HETE
aprés traitement avec des sensibilisants (non montré). Ces résultats n’excluent pas un réle
de la 12-LOX ainsi que des mono-oxygénases sous le controle des CYP450 mais nous
n’avons pas choisi de nous focaliser sur ces voies.

En conclusion des démonstrations précédentes, nous pouvons affirmer que I'effet inhibiteur
des sensibilisants se situe avant tout sur la voie de synthése COX, méme si nous ne
pouvons exclure un effet sur la sécrétion des prostanoides. Ainsi nous nous sommes
focalisés sur I'effet des sensibilisants sur les enzymes clés de ce métabolisme.

La cPLA,, enzyme responsable de la mobilisation de 'AA, est composée de neufs résidus
cystéine dont certains sont décrits comme essentiels pour l'activité de I'enzyme (Li et al.,
1996). Or, les sensibilisants testés et notamment le DNCB ont la capacité de réagir avec les
résidus thiols, laissant supposer que les sensibilisants pourraient ainsi interférer avec la
libération de I'AA. Toutefois nous n’avons pas réussi a mettre en évidence un effet des
sensibilisants sur I'hydrolyse des phospholipides membranaires sous I'action de la cPLA,
induite dans les U937 par PMA/LPS (fig. 22).

Concernant COX-2, nous avons pu mettre en évidence que l'action de la plupart des
sensibilisants se situe au niveau de cette enzyme. Un premier groupe de molécules
constitué de 'EUG et du CIN inhibent I'expression de COX-2, a la fois au niveau
transcriptionnel et au niveau de la protéine. Ces résultats pour 'EUG sont comparables a
ceux rapportés dans la littérature dans des modeles similaires (Li et al., 2006; Lee et al.,
2007). Toutefois, d’autres études réalisées sur les modéles cellulaires CD34-DC et HaCat
rapportent pour le CIN, 'lEUG, la PPD et le DNCB une augmentation de I'expression de
COX-2 (Moeller et al., 2008; Lambrechts et al., 2010). Ainsi, il apparait qu’en fonction de
I'état inflammatoire des modéles les effets des sensibilisants semblent différents.

Pour tous les composés phénoliques du set de sensibilisants étudiés (PG, HQ, EUG) nous
avons montré, en utilisant un test enzymatique biochimique, qu’ils inhibent I'activité de COX-
2. En effet, les molécules phénoliques sont connues pour inhiber l'activité de COX-2 en
« quenchant » les radicaux intermédiaires nécessaires a I'enzyme (Kulmacz and Lands,
1983; Hsuanyu and Dunford, 1992b). De plus, Thompson et Eling (1989) ont montré que
F'EUG exerce une compétition avec I'AA pour l'accés au site actif cyclooxygénase de
'enzyme (Thompson and Eling, 1989). Méme si ces résultats restent a confirmer dans le
modeéle cellulaire U937 PMA/LPS on peut penser que pour ces molécules l'inhibition de la
production de la PGE, passe par une inhibition de l'activité de COX-2. Dans notre systéme
enzymatique le CIN n’a pas été détecté comme un inhibiteur de COX, pourtant il a été décrit
comme tel dans un autre modéle expérimental, probablement plus sensible (Huss et al.,
2002).
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Concernant le DNCB, nous avons montré que la molécule ne modifie ni la cPLA;, ni la COX-2.
Ainsi, I'action du DNCB sur la diminution de la production de PGE, doit trés probablement se
situer en aval de COX-2, au niveau des différentes synthases, puisqu’au-dela de PGE, nous
avons pu montrer que les productions de 'ensemble des métabolites de COX-2 (Article fig.
3) sont également significativement diminuées par le DNCB ainsi que par les autres
sensibilisants testés. Il a été rapporté que la PGD synthase et la mPGES-1 utilisent le
glutathion comme co-facteur indispensable a leurs activités (Jowsey et al., 2001; Thoren et
al., 2003) et que la mMPGES-1 posséde dans son site actif des résidus Cys importants pour
son activité (Thoren et al., 2003). Ainsi, a défaut d’avoir pu étudier I'inhibition des synthases
par le DNCB, nous avons cherché a mieux caractériser la réactivité du DNCB vis-a-vis du
GSH et des thiols et nous avons ainsi montré que 1) le DNCB dépléte rapidement la quantité
de GSH intracellulaire des cellules U937 PMA/LPS (fig. 32) et 2) I'effet inhibiteur du DNCB
est thiol-dépendant (fig. 33). D’autre part, dans le test DPRA, le DNCB réagit fortement sur le
peptide Cys (quasiment 100% de déplétion). Ainsi, de fagon indirecte nous avons des
éléments renforgant ’hypothése d’une inhibition des synthases par le DNCB. Cette inhibition
reste cependant a étre démontrée de fagon formelle.

Dans le cas de la PPD, une interférence de la molécule avec le systéeme de détection du test
biochimique d’activité de la COX-2 (i.e. oxydation directe du substrat par la PPD) ne nous a
pas permis de conclure sur un éventuel effet inhibiteur de la molécule au niveau de I'activité
de COX-2. Cependant, les amines aromatiques sont connues pour inhiber l'activité de cette
enzyme (Hsuanyu and Dunford, 1992a), et par ailleurs d’autres éléments expérimentaux
nous font pencher vers cette hypothése d’action pour la PPD : 1) les effets différentiels de la
PPD sur la production de PGE; selon que le sensibilisant est administré avant ou aprés le
PMA/LPS (effets similaires a ceux de 'HQ : pas de diminution de la PGE, quand les cellules
sont prétraitées avec le sensibilisant et diminution de la PGE, lorsque le sensibilisant est
administré en méme temps ou aprés le PMA/LPS) suggérent que linhibition de la PPD se
situe une fois que le métabolisme COX-2 est établi, trés probablement au niveau des
activités enzymatiques ; 2) comme la PPD ne diminue pas la quantit¢é de GSH dans les
cellules U937 PMA/LPS ou seulement tardivement, on peut penser que la PPD inhibe plus
probablement I'activité de COX-2.

Malgré nos premiéres hypothéses, un effet commun a tous les sensibilisants testés au
niveau des synthases dd a leurs capacités a modifier la balance GSH/GSSG n’a pas été
vérifié dans le modéle U937 PMA/LPS. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a
I'effet des sensibilisants sur la balance redox en décrivant la diminution du GSH, puisque

quelle que soit la condition testée nous n’avons pas mis en évidence de GSSG. Ce résultat
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peut s’expliquer par le fait que le GSSG formé peut étre soit réduit par une glutathion
réductase (GSR) en GSH soit éliminé de la cellule par des transporteurs.

Ainsi, parmi les six sensibilisants étudiés seuls le DNCB, le CIN et TEUG déplétent la
quantité intracellulaire de GSH dans les U937 PMA/LPS (fig. 32). Le DNCB et le CIN, en tant
gu’hapténes vrais n’ont pas besoin de transformations chimiques pour étre réactifs, ce qui
explique leur action rapide sur le glutathion (entre 1h et 4h). L’'EUG, bien que pro-hapténe,
réagit sur le GSH probablement en raison de la forte dose a laquelle il est étudié (1 mM).
Dans le cas des pré-hapténes qui doivent étre oxydés pour étre réactifs, a savoir la PPD,
'HQ et le PG, aucune diminution significative de la quantité de GSH n’est observée, méme
aprés 24h de traitement (non montré). Cette absence d’effet pourrait s’expliquer par le fait
que les enzymes de détoxification de ces molécules (NAT-1, SULT, GST et UGT...),
exprimées et fonctionnelles dans les U937 (Kelly and Sim, 1991; Minafra et al., 2011),

prennent en charge les molécules avant qu’elles ne puissent réagir.

En conclusion de l'étude des mécanismes d’action des sensibilisants, l'inhibition de la
production des prostanoides par les sensibilisants de contact semble étre la résultante d’'un
ensemble d’effets différents pour chaque sensibilisant et pas forcément spécifiques (fig. 45).
Toutefois, puisque tous les sensibilisants étudiés inhibent la production de PGE, induite par
PMA/LPS mais n’empéchent pas nécessairement les effets du PMA/LPS sur la mise en
place de la voie métabolique COX-2, on peut conclure que les effets les plus déterminants et
les plus récurrents semblent se situer au niveau des activités enzymatiques de COX-2 et/ou

des synthases.
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Figure 45: Schéma de synthese des effets des sensibilisants (CIN, EUG,HQ, PG, PPD et DNCB) sur le
métabolisme COX-2 de I'acide arachidonique conduisant a I'inhibition de la PGE, produite par les cellules
U937 PMA/LPS

Les lignes en pointillé représentent les mécanismes supposés/hypothétiques et les lignes continues les
mécanismes démontrés. On distingue trois profils d’inhibition (non exclusifs):

- Inhibition de I’expression de COX-2 (EUG, CIN)

-Inhibition de I'activité enzymatique de COX-2 (démontrée dans un systeme enzymatique acellulaire, a
confirmer dans U937 PMA/LPS) (EUG, HQ, PG et probablement PPD)

- Inhibition de I'activité des isomérases via la capacité a dépléter le GSH et d’interagir avec les résidus thiols
(DNCB et probablement EUG et CIN)
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lll. Effet des sensibilisants sur I'équilibre des voies de signalisation
sous le contréle des facteurs de transcription Nrf2 et NF-kB dans le
modeéle U937 PMA/LPS

Parmi les sensibilisants testés, nous avons pu mettre en évidence que le CIN, 'EUG et le
DNCB semblent inhiber NF-kB. Tandis que le DNCB empéche la dégradation d’IkB-a induite
par PMA/LPS, le CIN et TEUG inhibent de fagcon comparable au BAY11-7085 et au DNCB un
certain nombre de protéines sous le contréle de NF-kB (IL-6, IL-1B, TNF-a...) mais n'ont pas
montré d’effet inhibiteur sur la dégradation d’'IkB-a. Ainsi, dans le cas du CIN et de 'EUG, on
peut penser que soit ces deux molécules inhibent la dégradation d’IkB-a mais dans une
cinétique différente de celle du BAY11-7085 et du DNCB, soit leurs effets inhibiteurs se
situent plutét au niveau des sous-unités p50 et/ou p65 de NF-kB. Enfin nous pouvons
également émettre I'hypothése que ces deux molécules activent la voie p105 de NF-kB
conduisant a la régulation négative de la transcription des génes cibles (Beinke and Ley,
2004). Quels que soient les modes d’action de ces deux sensibilisants, des essais mesurant
l'activité transcriptionnelle de NF-kB (par ex. étude de retard sur gel ou EMSA) permettraient
de statuer sur leurs effets sur NF-kB.

Le profil inhibiteur sur NF-kB du CIN va dans le sens des résultats de Youn et collaborateurs
(2008) qui ont montré, dans la lignée murine de macrophages RAW264.7, que le CIN
supprime l'activation de NF-kB par le LPS et par conséquent I'expression des génes cibles
tels COX-2, en réagissant avec les groupements thiols du récepteur TLR4 et en empéchant
son oligomérisation (Youn et al.,, 2008). De méme, dans d’autres systémes, les effets de
'EUG sur des cibles NF-kB et du DNCB sur l'inhibition NF-kB via IkB ont déja été décrits
(Kim et al., 2003; Li et al., 2006; Ade et al., 2007; Lee et al., 2007).

Des interrelations complexes semblent exister entre les facteurs de transcription NF-kB et
Nrf2 et leurs voies de signalisation respectives. Récemment, il a été rapporté que la sous-
unité p65 de NF-kB réprime Nrf2 au niveau de son activité transcriptionnelle. En effet, les
deux facteurs de transcription sont en compétition pour un méme co-activateur la
« transcription co-activator CREB binding protein » (CBP) et que NF-kB est capable de
recruter 'histone déacétylase 3 (HDAC3) entrainant une hypoacétylation locale qui empéche
I'expression des génes cibles de Nrf2 (Liu et al., 2008a). A l'inverse, de nombreuses études
ont également décrit les effets inhibiteurs de Nrf2 sur NF-kB, montrant une forte corrélation
entre la capacité de certaines molécules (triterpénoides, sulforaphane, curcumin...) a induire

Nrf2 et leurs propriétés anti-infammatoires (inhibition de I'expression de COX-2 et iINOS
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induites par le LPS dans des macrophages). L’absence de ces effets anti-inflammatoires
dans des cellules Nrf2”" suggére que l'induction de Nrf2 entraine une inhibition de NF-kB
(Dinkova-Kostova et al., 2005; Woo and Kwon, 2007; Lin et al., 2008a; Liu et al., 2008b;
Rushworth et al., 2008). Les mécanismes de cette inhibition sont encore mal connus mais il
semblerait que la protéine HO-1 induite par Nrf2 ait un effet inhibiteur sur I'activation et la
translocation de NF-kB au noyau, empéchant ainsi la transcription des génes cibles (Xu et al.,
2005).

Comme nous avons pu le démontrer, dans notre systéme, les facteurs de transcription Nrf2
et NF-kB sont induits par PMA/LPS. Ainsi les deux voies de signalisation co-existent dans
une sorte d’équilibre, voire de contrdle inhibiteur réciproque puisqu'on note une
augmentation marquée (x 16) de la production d’IL-8, en partie sous le contréle de Nrf2
(Zhang et al., 2005; Gruber et al., 2010), lorsque l'inhibiteur de NF-kB, BAY11-7085, est
ajouté au systéme U937 PMA/LPS (fig. 38). D’autre part, nous avons pu montrer que dans
notre modele, le sulforaphane, activateur de Nrf2, diminue la quantité de PGE, produite par
les U937 PMA/LPS via une inhibition de I'expression de COX-2. Ainsi, nous avons souhaité
évaluer si de fagon comparable au SFN, l'inhibition de I'expression de COX-2 par le CIN et
'EUG pouvait s’expliquer par une augmentation de I'activité transcriptionnelle de Nrf2.
L’étude de l'activité de Nrf2 a été menée au travers de I'expression au niveau ARNm de
deux génes cibles, nqo1 et ho-1 ainsi qu’au travers du dosage de la protéine IL-8. Nous
avons observé que tous les sensibilisants, mis a part le DNCB, induisent I'expression d’ho-1
dans les cellules U937 PMA/LPS, mais que seulement le CIN induit ngo?7 de maniére
significative (fig. 37). Toutefois, comme Nrf2 n’est pas le seul facteur de transcription
contrélant HO-1, et qu’AP-1, HSF ou encore NF-kB ont été décrits pour réguler I'expression
du géne (Alam and Cook, 2003), il est difficile de conclure sur la base de ce seul géne a une
suractivation de la voie de signalisation dépendante de Nrf2 par les sensibilisants de contact
dans les cellules U937 déja activées par cette voie par PMA/LPS. Concernant la production
d’IL-8, parmi les sensibilisants testés, seuls le DNCB et TEUG augmentent la quantité d’IL-8
produite par les U937 PMA/LPS : tandis que le DNCB présente une induction modérée (x 2),
'EUG induit trés fortement (x 13) I'expression d’'IL-8, de fagcon comparable au BAY11-7085.
La figure 46 synthétise les effets des différentes molécules testées sur les voies
dépendantes de Nrf2 et NF-kB.
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Figure 46 : Schéma de synthese des interrelation entre Nrf2 et NF-kB et tableau récapitulatif des effets

des molécules testées sur chacune des deux voies de signalisation.
Les effets des molécules sont données en variations comparativement a la condition U937 PMA/LPS.

A :induction
4 : diminution

= pas de variation significative
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Ainsi, contrairement a ce que nous avons pu observer avec le sulforaphane, I'inhibition de
'expression de COX-2 par le CIN et 'TEUG via l'inhibition de NF-kB ne peut donc pas étre
uniquement expliquée par une suractivation de la voie Nrf2 (fig. 46). En outre, puisque dans
notre systéme, les effets de Nrf2 sur NF-kB ne sont pas si simples a appréhender et un
travail en cours, utilisant des cellules silencées pour Nrf2, devrait permettre de mieux

caractériser I'implication de I'activation de Nrf2 sur la voie NF-kB.

IV. Le test PGE,, performance et positionnement

Sur la base de la preuve de concept menée sur six sensibilisants et trois irritants montrant
que tous les sensibilisants diminuent significativement et spécifiquement la quantité de PGE,
produite par les cellules U937 PMA/LPS nous avons souhaité évaluer si le parameétre
« inhibition de la production de PGE;, » pouvait constituer un test robuste de prédiction de
'HSRC. Comme détaillé en introduction, lindustrie cosmétique doit en effet garantir
linnocuité de ses ingrédients et se trouve dans [l'obligation de développer des tests
alternatifs aux tests sur animaux, au moins tout aussi prédictifs. D’autres tests sont déja
disponibles, relativement avancés dans leur validation et dans ce contexte, au-dela des
performances propres du test PGE,, il convient d’évaluer le positionnement du test PGE; par
rapport a ces autres tests (DPRA, MUSST, Nrf2-HTS) pour identifier une éventuelle valeur

ajoutée du test PGE, pour I'évaluation de la sécurité des matiéres premiéres cosmétiques.

Dans le cadre de ce travail nous avons mis au point et déterminé le protocole standardisé du
test PGE,, dont le principe est de mesurer aprés 24h d’incubation I'effet d’'une molécule
donnée sur la production de PGE, par les cellules U937 PMA/LPS. Dans ce test, une
molécule est classée sensibilisante si elle diminue la quantité de PGE, produite de plus de
60% (IRmin< 40%) de fagon dose dépendante ou bien a toutes les doses testées. Ainsi, sur
cette base, nous avons pu montrer que le test PGE, présente de bonnes performances
prédictives générales et notamment dans sa capacité a détecter des sensibilisants
(sensibilité de 81%). Si 'on décompose les performances du test en fonction du set de
molécules (molécules de référence versus molécules cosmétiques) on remarque que les
prédictions du test PGE, sont meilleures pour les molécules cosmétiques que pour les
molécules de référence (81% de concordance générale pour le set de molécules cosmétique
contre 73% pour les molécules de référence) (analyses non montrées mais données en
annexe 1). Cette différence semble s’expliquer par I'importante proportion au sein de ce set
de colorants d’oxydation (58 molécules) qui sont trés bien prédits par le test PGE,. A

l'inverse, on observe que les conservateurs (18 molécules) sont relativement mal prédits par
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le test PGE, avec notamment des faux négatifs (glyoxal, glutaraldéhyde, formaldéhyde, MCI,
p-méthylaminophénol sulfate).

Au sein des faux positifs, parmi les 9 autres molécules de référence classées non
sensibilisantes par le LLNA et qui inhibent PGE,; (acide salicylique, hexane, éthylvaniline,
SDS, furil, hydrocortisone, coumarin et 6-méthylcoumarin, propylparabéne), il apparait que
I'hydrocortisone, le propylarabéne et le coumarin seraient en fait bien classées par le test
PGE; par rapport a 'lhomme puisque des cas cliniques ont été rapportés sur ces molécules
(Schlede et al., 2003; Schnuch et al., 2007). Le test PGE,; reste toutefois moins spécifique
que sensible puisque I'on sait que toutes les molécules anti-inflammatoires connues pour
inhiber l'activité¢ de I'enzyme COX-2 (inhibiteurs pharmacologiques: NS-398,
indométacine et/ou AINS : paracétamol, aspirine, ibuproféne) ou les corticoides, sont
prédites sensibilisantes par le test PGE, alors que tel n’est pas nécessairement le cas. Dans
le cas de certaines de ces molécules, nous avons pu identifier que I'évaluation des
marqueurs TNF-a et IL-1B en complément de PGE, pourrait permettre de nuancer l'alerte
sensibilisant donnée par linhibition de la production de PGE,. Cette hypothése doit
cependant étre validée sur un set plus important de molécules.

Ainsi, 'analyse statistique nous a permis de montrer que le paramétre « inhibition de la
production de PGE; » corréle bien avec le caractére sensibilisant de molécules. En revanche
ce paramétre n’a pu étre corrélé au potentiel sensibilisant des molécules que ce soit au

niveau de l'intensité d’inhibition ou de I'EC(40).

Dans une derniére étape notre objectif était de positionner le « test PGE;, » (i.e. inhibition de
PGE,) au sein de la batterie de tests utilisés chez L’Oréal pour prédire le potentiel
sensibilisant de molécules (i.e. DPRA, Nrf-2-HTS et MUSST). Pour ce faire nous disposons
de deux types d’éléments: des éléments mécanistiques visant a étudier au sein des
systémes biologiques les liens entre les différents marqueurs mis en jeu dans les tests et
d’autre part, des éléments statistiques permettant de corréler les marqueurs entre eux sur la

base de données générées sur un grand nombre de molécules (160).

A) PGE, et CD86

Dans une récente étude menée sur des CD34-DC, Lambrechts et collaborateurs (2010) ont
identifié que les sensibilisants induisent I'expression de I'enzyme COX-2 et ont pu montrer
que l'expression de la molécule de co-stimulation CD86 induite par le DNFB est diminuée
par linhibition de l'activit¢ COX-2 (Lambrechts et al, 2010; Lambrechts et al., 2011).
Contrairement aux résultats de cette équipe, lorsque les cellules U937 sont traitées avec des

sensibilisants, nous n’avons pas mis en évidence d’induction de COX-2, alors que
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I'expression du CD86 est augmenté (non montré). De méme, l'induction du CD86 dans les
U937 suite a un traitement par des sensibilisants (PPD, TNBS) ou par le cocktail PMA/LPS
n’'est pas diminuée par le NS-398, l'inhibiteur de COX-2 (non montré). Ainsi, dans notre
systéme, la voie COX-2/PGE, ne semble pas impliquée dans I'induction du CD86 et I'on peut
donc penser que les deux marqueurs ne sont pas redondants. Au travers de I'étude
statistique nous avons pu confirmer que les deux paramétres « augmentation du CD86 » et
« inhibition de PGE, » n’ont pas de lien puisque dans plus de 50% des cas ou PGE; classe
mal une molécule (comparativement au LLNA), le test MUSST la prédit bien. En d’autres
termes, les deux tests ne se trompent pas de la méme facon et en ce sens, on peut penser
qgu’ils sont complémentaires.
Les deux tests PGE, et MUSST qui sont effectués sur la méme lignée peuvent aisément étre
menés en paralléle. Ainsi la combinaison de ces deux tests permettrait dans les cas ou le
test MUSST ne prédit pas, d’augmenter le nombre de molécules prédites et dans les cas ou
les deux tests prédisent de la méme fagon d’apporter un indice de confiance supplémentaire
a la prédiction. Sur la base des 160 molécules évaluées, il apparait que pour les 30
molécules ou les deux tests MUSST et PGE; divergent, dans 60% des cas (18/30) le test
MUSST prédit correctement le LLNA. Ainsi, en adoptant les régles suivantes :
- lorsque les deux tests prédisent une molécule S (respectivement NS), la molécule est
classée S (respectivement NS)
- lorsque les deux tests divergent, la molécule est classée selon la prédiction du test
MUSST
- lorsque le test MUSST ne prédit pas, la molécule est classée selon la prédiction du
test PGE,
il apparait qu'une combinaison des deux tests donne de bonnes performances sur les 160
molécules (100% des MP), avec des prédictions pour 'ensemble du set, une concordance

générale de 80%, une sensibilité de 87,5% et une spécificité de 70%.

B) PGE; et Nrf2

Comme déja rapporté, de nombreuses études établissent un lien entre I'activation du facteur
de transcription Nrf2 et l'inhibition de I'expression de COX-2 (Dinkova-Kostova et al., 2005;
Woo and Kwon, 2007; Lin et al., 2008a; Liu et al., 2008b; Rushworth et al., 2008). Dans
notre modéle les liens entre les deux marqueurs ont difficilement pu étre interprétés (voir
chapitre précédent). Ainsi il ne nous a pas été possible d’étudier les liens précis entre ces
deux marqueurs mais comme déja évoqué un travail sur des U937 silencées pour Nrf2
devrait nous permettre de préciser si linhibition de la production de PGE, par les

sensibilisants de contact est dépendante de I'activation de Nrf2. Lorsque I'on compare les
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prédictions données par chacun des tests (DPRA, Nrf-2-HTS, MUSST) a celles données par
le test PGE,, il apparait que le test Nrf2-HTS est celui qui montre le plus de divergences. De
ce fait on peut conclure que les deux marqueurs mis en jeu dans les deux tests semblent

relativement indépendants.

C) PGE; et DPRA

Une analyse comparative des résultats du test PGE, avec ceux de la réactivité des
molécules sur le peptide Cys du test DPRA montre que 50% des molécules classées S en
PGE, déplétent le peptide Cys a plus de 80% et que 50% des molécules classées NS par le
test PGE, déplétent a moins de 2% le peptide Cys (fig. 43). Au-dela nous avons pu
remarquer que lorsque la molécule a tester est un accepteur de Michael 'ensemble des tests
et en particulier le DPRA et PGE, donnent la plupart du temps des prédictions comparables.
Ces résultats renforcent I'idée que la capacité des molécules a inhiber la production de PGE,
est indirectement liée a la réactivité des molécules sur les résidus Cys des protéines de la
cellule et ces résultats vont dans le sens de ce que nous avons pu mettre en évidence dans
notre étude mécanistique sur la cascade de I'AA, puisque de nombreuses enzymes cruciales
dans le meétabolisme ont une activité dépendante de la cystéine. Pour autant, certains
sensibilisants ayant une réactivité préférentielle vis-a-vis de la Lys comme le résorcinol [Taux
de Déplétion du peptide Cys (TDcys) : 0.9% ; Taux de Déplétion du peptide Lys (TDLys :
22%)] et le 2-méthyl-3-phenyl-2-propanal (TDcys : 10 % ; TDlys : 28%) peuvent étre bien
prédites par le test PGE..

Si 'on détaille les cas de figure ou les résultats du test PGE, divergent avec la prédiction
donnée par combinaison des autres tests in vitro (tableau 11), on note dans la plupart des
cas qu’il s’agit de faux positifs en PGE, par rapport au LLNA, et notamment pour des
molécules comme I'éthylvaniline ou le 6-méthylcoumarine ou encore I'acide salicylique qui
possédent une structure avec des groupements phénols et une forte probabilité d’étre
inhibitrice de l'activité de COX-2. D’autre part, '’hydrocortisone, un corticoide bien décrit, qui
inhibe PGE, du fait de son activité anti-inflammatoire via l'inhibition de NF-kB, est de ce fait
classée S par le test PGE; tandis que les autres tests la classent NS, y compris le test LLNA.
Contrairement aux molécules citées précédemment, il s’agirait dans ce cas d’'un faux négatif
des autres tests car de nombreux cas cliniques ont été rapportés et confirment le potentiel
sensibilisant de I'hydrocortisone. Dans le cas de la diethylenetriamine, du trimellitic
anhydride et du benzyl benzoate, le test PGE,, qui, contrairement aux autres tests, classe

ces trois molécules S, donne une prédiction comparable au LLNA.
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En conclusion, la comparaison du test PGE, avec chacun des autres tests suggére une
certaine complémentarité avec le test MUSST et le test Nrf2-HTS mais il apparait toutefois
une redondance avec le test DPRA et notamment la déplétion du peptide Cys. Au-dela des
aspects statistiques, il est également important de considérer dans la construction d’'une
batterie le critere du domaine d’application de chacun des tests ainsi que des critéres de
faisabilité. En ce sens, le test PGE, peut représenter un intérét puisqu’il s’agit d’un test
relativement facile a mettre en ceuvre qui conclut sur toutes les molécules testées,
contrairement aux autres tests qui présentent des cas « non concluants ». L’ensemble de
ces éléments met donc en évidence qu’'une combinaison des tests permettrait d’améliorer
les performances de prédictions (sensibilité, spécificité...), de disposer de meilleurs indices
de confiance dans les prédictions et probablement de couvrir une plus large gamme de
matiéres premiéres. Le travail en cours au sein du groupe L’Oréal permettra de déterminer la

batterie optimale de tests afin d’assurer les meilleures prédictions.

Tableau 11 : Tableau comparatif des prédictions des tests PGE,, MUSST, DPRA, Nrf2 et LLNA
Représentation de 9 cas de molécules de référence classées sensibilisantes par le test PGE, et classées
différemment par la combinaison des 3 autres tests in vitro (MUSST, DPRA et Nrf2). Pour chaque molécule la
catégorie de réactivité donnée par I'outil in silico « Troxtree » est indiquée.

Abréviations :

S : sensibilisant

NS : non sensibilisant

INC : pas de conclusion

Test Classe de

Réactivité PGE2 MUSST DPRA NRF2 LLNA

. (Toxtree)
molécule

Acide salicylique No binding

Schiff base

Hydrocortisone formation

Schiff base

Etylvaniline formation

Michael

Coumarin Acceptor

Michael

6-metylcoumarine Acceptor

Hexane No binding

Schiff base

Diethylenetriamine formation

Acyl
Trimellitic anhydride Transfer
agent

Acyl
Benzyl benzoate Transfer
agent
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V. Interprétation biologique de I'inhibition de la production de PGE, par

les sensibilisants de contact

Malgré les diversités de mécanismes par lesquels les sensibilisants interagissent sur le
métabolisme de 'acide arachidonique, nous avons montré que la plupart des sensibilisants
ont la capacité d’'inhiber la formation des métabolites de COX produits par U937 PMA/LPS.
Cette propriété des sensibilisants, mise en évidence de fagon empirique dans le systéme
U937 PMA/LPS, n’avait jusqu’alors pas été décrite et semble étre une conséquence de la
capacité des molécules a réagir avec des résidus thiols (cystéines, GSH) inhibant ainsi
l'activité des enzymes impliquées dans le métabolisme de I'acide arachidonique (cPLA,,
COX-2 et les synthases) dépendantes du statut redox de la cellule pour leur fonctionnement
(Rouzer et al., 1982; Li et al., 2003). Toutefois, le modéle biologique utilisé est relativement
artificiel, puisque les cellules U937 sont traitées simultanément avec le sensibilisant et un
cocktail induisant I'activation de voies de signalisations normalement non induites dans un
état homéostasique. Il n’en demeure pas moins que l'inhibition de la production de PGE, par
les sensibilisants de contact est un bon test de prédiction du caractére sensibilisant de
molécules. Au-dela des performances, nous nous sommes intéressés a comprendre la
significativité biologique d’une telle signature et en particulier de préciser comment ce
marqueur peut étre interprété par rapport aux événements biologiques de 'HSRC. Dans ce
chapitre nous discuterons dans un premier temps les liens éventuels entre la signature d’'une
molécule donnée sur les différents médiateurs PGE,, TNF-a et IL-13 dans le systéeme U937
PMA/LPS et son potentiel sensibilisant pour ensuite aborder le réle des PGE, dans la
régulation de la réponse spécifique a un sensibilisant.

L’étude mécanistique sur un nombre restreint de sensibilisants a pu mettre en évidence que
les sensibilisants les plus faibles du set, le CIN et 'EUG sensibilisants respectivement
modéré et faible, sont ceux qui au-dela du marqueur PGE,, inhibent également la production
des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-18. A linverse, la PPD et I'HQ, deux
sensibilisants forts, augmentent la quantité de TNF-a produite. Cette corrélation apparente
entre le potentiel sensibilisant des molécules et leur capacité a augmenter ou diminuer la
production de médiateurs inflammatoires ne semble pas avoir été confirmée dans I'étude
statistique sur un nombre plus large de sensibilisants, a contrario, nous avons pu observer
de facon intéressante que parmi les molécules qui diminuent significativement les trois
marqueurs PGE,, TNF-a et IL-1B on ne trouve que des molécules non sensibilisantes ou
sensibilisantes faibles/modérées. Ainsi, I'évaluation des paramétres TNF-a et IL-1B en

complément du test PGE, permettrait de nuancer l'alerte sensibilisant sur une molécule
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donnée. Lass et collaborateurs (2008) avaient également émis cette hypothése dans une
récente étude sur I'Arnica et les sesquiterpénes lactones, montrant que leurs effets anti-
inflammatoires sont en lien direct avec leur faible potentiel sensibilisant (Lass et al., 2008).
Comme rappelé en introduction, peu d’éléments sont rapportés dans la littérature permettant
d’établir un lien entre la voie de signalisation de PGE; et la sensibilisation de contact. De
plus, méme si nous avons montré que la signature des sensibilisants n’est pas restreinte au
modéle U937 et se retrouve dans des modéles de cellules primaires plus physiologiques, il
est important de rappeler que notre modéle reste un systéme artificiel, mimant des
macrophages activés et en ce sens il est difficile d’extrapoler les résultats obtenus sur le
meétabolisme de I'acide arachidonique a d’éventuels mécanismes de l'allergie de contact. En
revanche, notre modéle permet de mettre en évidence des propriétés biochimiques des
sensibilisants qui sont plutét a considérer dans un contexte restreint, celui d’une situation
inflammatoire locale.

PGE; est décrit pour avoir un réle important au cours des différentes étapes de 'lHSRC. Tout
d’abord, PGE, contribue a la maturation des DC dans les phases initiales de maturation en
augmentant I'expression de molécules de co-stimulation (CD83, CD80, CD86, OX40L,
CD70...) (Kabashima et al., 2003; Krause et al., 2007; Krause et al., 2009) et d’autre part il
favorise leur migration (Kabashima et al., 2003; Scandella et al., 2004). En effet, Kabashima
et collaborateurs (2003) ont pu montrer que des souris déficientes pour les récepteurs EP4 a
la prostaglandine E, présentent une réaction ’'HSRC au DNFB diminuée par rapport a des
souris sauvages ou a des souris traitées pendant la phase de sensibilisation avec un
agoniste d’'EP4. Nos résultats obtenus sur U937 PMA/LPS ne peuvent toutefois pas
s’interpréter au regard de ces propriétés de PGE, puisqu'il s’agit ici de la réponse de la peau
en état homéostasique a un stimulus de danger.

D’autre part, PGE, intervient sur l'orientation du profil de cytokines produites par les DC,
déterminant ainsi 'orientation de la réponse immunitaire. De fagon plus précise on sait que
PGE, est décrit pour orienter les cytokines produites par les DC vers un profil de type Th2
(IL-4, IL-5) en modulant la balance IL-10/IL-12 (Kapsenberg et al., 1996). Ainsi une inhibition
de la production de PGE, par les sensibilisants de contact comme nous avons pu le montrer,
pourrait moduler la balance IL10/IL12 en faveur de l'IL-12 induisant ainsi une réponse
Th1/Tc1, ce qui est cohérent avec le type de cellules effectrices décrites dans 'HSRC
(Vocanson et al., 2009). De méme, les prostaglandines synthétisées par COX-2 sont
associées a une réponse cellulaire plutét tolérogéne. En effet, PGE, a été décrite pour
favoriser les Treg et pour augmenter leurs propriétés régulatrices (Baratelli et al., 2005b).
Comme I'on sait que les Treg ont un effet inhibiteur dans l'allergie de contact (Cavani, 2008),
nos résultats démontrant l'inhibition de la voie COX-2 par les sensibilisants de contact irait

également dans le sens de I'allergie de contact.
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Ainsi PGE, semble impliqué tout au long des différents mécanismes de l'allergie de contact
tant dans la phase de sensibilisation que dans la phase effectrice, avec des rbles qui
difféerent en fonction du type de sources (type cellulaire), de I'environnement et du type de
cellules réceptrices (DC/T). Compte tenu de la complexité de ces mécanismes, il apparait
que le test PGE,, permettant de mettre en évidence des propriétés avant tout biochimiques
des sensibilisants ne nous permet pas de répondre a la question du réle de PGE, dans
l'allergie de contact et de ce fait ne nous permet pas de corréler a nos résultats la dimension

de potentiel sensibilisant.
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En conclusion, méme si l'inhibition de la production de PGE, par les sensibilisants de contact
demeure d’interprétation complexe au regard des mécanismes biologiques mis en jeu dans
'HSRC, notre étude a néanmoins permis de mettre en évidence un phénoméne lié aux
propriétés physico-chimiques des sensibilisants et a leur réactivité intrinséque caractéristique.
L’étude fine des mécanismes d’action des sensibilisants a pu montrer de nombreux profils
distincts parfois non exclusifs (inhibition de I'expression de COX-2 et/ou inhibition de I'activité
de COX-2 et/ou inhibition de l'activité des synthases) conduisant tous a la diminution de
PGE, et des prostanoides en général produits par les cellules U937 PMA/LPS. Cette
propriété des sensibilisants confirmée sur un large set de molécules a pu mettre en évidence
qu’'un test basé sur linhibition de la production PGE, permet de prédire avec de bonnes
performances le caractére sensibilisant des molécules.

Une étude approfondie sur une batterie de tests (DPRA, MUSST, Nrf2 et PGE,) a permis de
mettre en évidence I'apport d’informations complémentaires par le test PGE,. Comme nous
avons pu le montrer, le marqueur « inhibition de la PGE,» est a la convergence d'un
ensemble de signaux, ce qui rend le test robuste puisque quelque soit le mécanisme mis en
jeu par le sensibilisant, en évaluant le paramétre « inhibition de la PGE; », on a de bonnes
chances d’identifier la molécule comme telle ; a I'inverse, comme ce test résume beaucoup
de choses, il est moins spécifique et ne présente pas une informativité trés forte. Nous avons
par ailleurs pu mettre en évidence que le test PGE, est relativement proche du test DPRA et
notamment les prédictions apportées par le peptide Cys, mais que le test PGE, présente des
performances inférieures. Toutefois, le test PGE, posséde un domaine d’application plus
large que le DPRA puisqu’il prédit toutes les molécules testées et contrairement au DPRA, il
intégre une composante métabolique puisqu’il s’agit d’un test cellulaire. Ainsi sur la base des
ces différents critéres, il conviendra d’évaluer la valeur ajoutée du test PGE, dans une
batterie prédictive contenant le test DPRA. Au-dela nous avons pu remarquer que
'évaluation des paramétres TNF-a et IL-1p en complément du marqueur PGE, pouvait
présenter un intérét potentiel permettant de nuancer l'alerte sensibilisante donnée par
inhibition de PGE,. Ces observations, a confirmer sur un set de molécules plus large,
pourraient représenter un avantage dans I'évaluation du risque de nouvelles matiéres

premiéres que I'Oréal voudra développer.
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. Annexe 1 : Résultats du test PGE, pour 176 molécules au regard des données in vivo (LLNA et clinique)

Molécules codées OA sont des molécules internes.

NS : sensibilisant
S : sensibilisant

Type PGE;24h | PGE, 48h Statut clinique
Nom de CAS d'ingrédient LLNA
la molécule cosmétique . .
q IR min | EC(40) | IR min
Acide benzoique 65-85-0 ANTIMICROBIEN (conservateurs, co- 124 61 NS
conservateurs)
Alcool benzylique 100-51-6 ANTIMICROBIEN (conservateurs, co- 56 61 NS S
conservateurs) (rare)
ANTIMICROBIEN t -
p-metylaminophenol sulfate 55-55-0 (conservateurs, co 61 165 Moderate
conservateurs)
ANTIMICROBIEN t -
Chlorure de benzalkonium 8001-54-5 (conservateurs, co 54 95 NS NS
conservateurs)
OA2 PIGMENT & COLORANT 131 100 NS
OA3 HUILE 75 75 NS
OA6 FILMOGENE (polymére) 50 97 NS
OA7 ANTIMICROBIEN (conservateurs, co- 59 59 NS
conservateurs)
OA8 EPAISSISSANT (minéral, polymeére,silicone) 84 65 NS
OA9 TENSIOACTIF 66 39 NS
OA10 ACTIF 73 183 NS
Dimethyl sulfone 67-71-0 ACTIF 98 98 NS
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OA12 ACTIF 81 69 NS
OA13 FILMOGENE (polymere) 83 134 NS
OAl14 FILMOGENE (polymere) 90 95 NS
0A15 SOLVANT 123 91 NS
OAl6 EPAISSISSANT (minéral, polymeére,silicone) 370 800 NS
OAl7 FILMOGENE (polymeére) 86 104 NS
Glyoxal 107-22-2 ANTIMICROBIEN (conservateurs, co- 69 51 Moderate S
conservateurs)
3-dimethylaminopropylamine 109-55-7 NR non cosmétique 93 50 Moderate S
1-Bromobutane 109-65-9 NR non cosmétique 62 61 NS
Isopropyl myristate 110-27-0 HUILE 112 77 Weak
Methyl salicylate 119-36-8 ANTIMICROBIEN 47 98 NS NS
Acide sulfanilique 121-57-3 NR non cosmétique 63 68 NS NS
Acide octanoique 124-07-2 TENSIOACTIF 71 17 NS
chloro octadécane 3386-33-2 NR non cosmétique 54 33 Weak
. . 36727-29- -
3,5,5-Trimethylhexanoyl chloride 4 NR non cosmétique 93 84 Moderate
Lactic acid 50-21-5 ACTIF 87 151 NS NS
Glycerol 56-81-5 ACTIF 93 121 NS NS
Propylene glycol 57-55-6 SOLVANT 79 59 NS NS
S (fré
Methyl paraben 99-76-3 ANTIMICROBIEN 41 44 NS ( ;:E)‘l‘:)"ce
Sulfanilamide 63-74-1 NR non cosmétique 59 97 NS
Diethylsulfate 64-67-5 NR non cosmétique 110 113 Moderate
Isopropanol 67-63-0 SOLVANT 77 73 NS S
Butanol 71-36-3 SOLVANT 95 89 NS
Diethylphthalate 84-66-2 ingrédient de parfum 128 86 NS NS
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ac. Tartaric 87-69-4 ACTIF 110 78 NS
. . ANTIMICROBIEN t , CO-
4-Hydroxybenzoic acid 99-96-7 (conservateurs, co 96 58 NS
conservateurs)
OA18 CIRES 106 114 NS
OA19 ACTIF 81 84 NS
OA22 NR non cosmétique 83 167 NS
GLUTARALDEHYDE 111-30-8 ANTIMICROBIEN (conservateurs, co- 41 172 Strong
conservateurs)
0OA23 TENSIOACTIF 105 69 NS
OA24 CIRES 87 124 NS
OA31 coloration directe 193 342 NS
0OA32 coloration directe 166 229 NS
OA34 coloration directe 99 251 NS
PTD, 1,4-Benzenediamine, 2-methyl-, sulfate 615-50-9 coloration d'oxydation 71 55 Strong
OA37 coloration d'oxydation 118 228 Strong
OA44 coloration directe 97 85 NS
OA45 coloration d'oxydation 328 391 Extreme
OA46 ACTIF 105 108 NS
OA47 coloration d'oxydation 60 80 Moderate
OA50 filtre UV 76 76 NS
OA51 coloration d'oxydation 111 108 Moderate
FORMALDEHYDE 50-00-0 ANTIMICROBIEN (conservateurs, co- 97 56 Strong
conservateurs)
OA61 ACTIF 55 71 NS
OA64 ACTIF 294 325 Moderate
OA65 FILMOGENE (polymere) 93 90 NS
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0A71 ACTIF 88 87 NS
OA72 coloration directe 57 51 NS
OA78 ACTIF 117 135 NS
abietic acid 514-10-3 48 115 Weak S
acid citric 77-92-9 70 29 NS NS
Acide glycolique 79-14-1 94 96 NS NS
Brij 52 9004-95-9 60 60 NS NS
Dimethyl sulfate 77-78-1 117 108 Strong
Isododecane 318037_55_ 67 67 NS
Phthalic anhydride 85-44-9 117 120 Strong S
Tween 20 9005-64-5 75 59 NS
Acide salycilique 69-72-7 ANTIMICROBIEN {conservateurs, co- 10 | 25 12 NS NS
conservateurs)
Propyl paraben 94-13-3 ANTIMICROBIEN (conservateurs, co- 0 50 18 NS S (freguence
conservateurs) faible)
Thioglycerol 96-27-5 DIVERS - ADDITIF TECHNIQUES 4 50 9 Strong S
t-Butylhydroquinone 1948-33-0 DIVERS - ADDITIF TECHNIQUES 2 0,5 0 Strong
OA1 FILMOGENE (polymere) 39 200 119 Weak
Tween 21 9005-64-5 TENSIOACTIF 21 25 10 Weak
OA4 ANTIMICROBIEN (conservateurs, co- 3 10 0 strong
conservateurs)
OA5 TENSIOACTIF 21 100 104 Moderate
OAll ACTIF 7 0,5 0 Weak
Butyl glycidyl ether 2426-08-6 NR non cosmétique 22 100 53 Weak S
benzyl bromide 100-39-0 NR non cosmétique 0 6,25 0 Strong S
2-methyl-3-phenyl-2-propenal 101-39-3 ingrédient de parfum 0 6,25 0 Moderate
1,4-phenylenediamine 106-50-3 coloration d'oxydation 0 2,5 0 Strong S

366




1,4-benzoquinone 106-51-4 coloration directe 0 1 9 Extreme S
Ethyléne diamine, EDA 107-15-3 DIVERS - ADDITIF TECHNIQUES 17 50 40 Moderate S
Hydroxycitronellal 107-75-5 ingrédient de parfum 27 20 29 Weak S
3-phenylenediamine 108-45-2 coloration d'oxydation 3 12,5 14 Strong
Resorcinol 108-46-3 coloration d'oxydation 2 6,25 0 Moderate S
Hexane 110-54-3 NR non cosmétique 0 6,25 0 NS
Diethylenetriamine 111-40-0 DIVERS - ADDITIF TECHNIQUES 3 50 6 Moderate S
Safranal 116-26-7 ingrédient de parfum 25 50 37 Moderate
Benzyl benzoate 120-51-4 ingrédient de parfum 9 100 61 Weak S (rare)
Ethyl vanilline 121-32-4 ingrédient de parfum 13 50 31 NS
Propyl gallate 121-79-9 ingrédient de parfum 0 5 3 Strong S
4-phenyl-3-buten-2-one, Benzylideneacetone | 122-57-6 ingrédient de parfum 0 12,5 0 Moderate
Phenylacetaldehyde 122-78-1 ingrédient de parfum 15 10 18 Moderate
Hydroquinone 123-31-9 ACTIF 3 0,5 39 Strong S
Tetramethylthiuram disulfide 137-26-8 NR non cosmétique 0 0,1 0 Moderate S
Diethyl maleate 141-05-9 NR non cosmétique 3 5 3 Moderate
Sodium Lauryl Sulfate, SDS 151-21-3 TENSIOACTIF 6 25 3 NS NS
Oxazolone 156456_46_ NR non cosmétique 0 1 5 Extreme S
Farnesal 193147_11_ ingrédient de parfum 15 2,5 26 Weak
1,2-benzisothiazolin-3-one 2634-33-5 ANTIMICROBIEN 1 13 Moderate S
Diacetyl, 2,3 butanedione 431-03-8 ingrédient de parfum 200 74 Weak
Furil 492-94-4 NR non cosmétique 14 50 20 NS
Hydrocortisone 50-23-7 ACTIF 0 6,25 0 NS S
2-Nitro-p-phenylenediamine 5307-14-2 coloration directe 0 6,25 0 Strong S
Trimellitic anhydride 552-30-7 NR non cosmétique 14 200 6 Moderate
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1-Phenyl-1,2-propanedione 579-07-7 DIVERS - ADDITIF TECHNIQUES 5 50 18 Moderate
Methyl methanesulfonate 66-27-3 NR non cosmétique 4 7,5 92 Moderate
Trans-2-Hexenal 6728-26-3 ingrédient de parfum 0 25 0 Moderate
Coumarin 91-64-5 ingrédient de parfum 0 100 0 NS
6-Methylcoumarin 92-48-8 ingrédient de parfum 0 10 7 NS
1-Thioglycerol 96-27-5 DIVERS - ADDITIF TECHNIQUES 4 6,25 4 S
1-Chloro-2,4-dinitrobenzene, DNCB 97-00-7 NR non cosmétique 0,1 6 Extreme
Isoeugenol 97-54-1 ingrédient de parfum 0 1 0 Moderate
Ethylene glycol dimethacrylate 97-90-5 NR non cosmétique 19 200 61 Weak
0OA20 ingrédient de parfum 0 6,25 0 NS
OA21 ANTIMICROBIEN 15 5 100 Strong
OA25 coloration directe 0 6,25 0 Moderate
OA26 coloration directe 3 12,5 3 Strong
OA27 coloration directe 3 25 24 Moderate
0OA28 coloration directe 0 6,25 0 Strong
4-Amino-3-nitrophenol 610-81-1 coloration directe 0 6,25 0 Strong
OA29 coloration directe 0 6,25 0 Extreme
0OA30 coloration directe 16 200 22 Moderate
OA33 coloration directe 5 2,5 0 NS
OA35 coloration d'oxydation 4 25 4 Strong
Resorcinol 108-46-3 coloration d'oxydation 0 6,25 0 Moderate
OA36 coloration directe 3 6,25 0 NS
p-PHENYLENEDIAMINE 624-18-0 coloration d'oxydation 1 2,5 10 Extreme
OA38 coloration d'oxydation 12 10 154 Strong
OA39 coloration d'oxydation 18 20 108 Strong
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OA40 coloration d'oxydation 22 2,5 110 Extreme
m-aminophenol, 3-ar.n.|nophenol, 3 591-27-5 coloration d'oxydation 10 6,25 0 Strong
hydroxyaniline
2-96-

2-Methyl-5-hydroxyethylaminophenol 55300 9% coloration d'oxydation 0 6,25 0 NS
0OA41 coloration d'oxydation 6 25 9 Moderate
0A42 coloration directe 19 25 4 NS
OA43 coloration d'oxydation 0 6,25 0 Moderate
OA48 ACTIF 0 0,5 0 NS
OA49 ACTIF 5 50 0 NS
OA52 coloration d'oxydation 6 30 204 Strong
OA53 coloration directe 2 6,25 0 Moderate
OA54 coloration directe 2 6,25 0 NS
OA55 coloration d'oxydation 4 5 0 Extreme
OA56 coloration d'oxydation 12 50 35 Moderate
OA57 coloration d'oxydation 10 25 29 Moderate
OA58 coloration d'oxydation 2 6,25 0 Moderate
OA59 coloration d'oxydation 2 6,25 0 Moderate
0A60 coloration d'oxydation 14 50 21 Moderate
OA62 coloration d'oxydation 5 20 8 Moderate
0OA63 coloration d'oxydation 0 25 0 Weak
OA66 coloration d'oxydation 3 12,5 0 Moderate
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OA67 coloration d'oxydation 3 12,5 15 Moderate
OA68 ACTIF 11 200 22 Weak
OA69 coloration d'oxydation 19 200 35 NS
OA70 ANTIMICROBIEN (conservateurs, co- 12 10 4 Moderate
conservateurs)
OA73 coloration d'oxydation 27 100 6 NS
OA74 coloration d'oxydation 0 2,5 0 Extreme
OA75 coloration d'oxydation 11 25 0 Strong
OA76 coloration d'oxydation 21 200 38 Moderate
OA77 coloration d'oxydation 6 100 7 NS
OA79 coloration d'oxydation 15 100 0 Strong
OA80 coloration d'oxydation 4 0,75 97 Strong
0A81 coloration d'oxydation 15 25 5 Moderate
OA82 coloration d'oxydation 14 100 15 Strong
4-allylanisole, Estragole 140-67-0 ingrédient de parfum 7 50 89 Weak
4-nitrobenzyl bromide 100-11-8 17 0,75 23 Extreme S
Chlorhexidine 55-56-1 8 0,5 2 Weak
Cinnamaldehyde 104-55-2 ingrédient de parfum 24 2,5 2 Moderate S
Citral 5392-40-5 ingrédient de parfum 27 25 10 Weak S
Eugenol 97-53-0 ingrédient de parfum 0 1 0 Weak S
Phenyl benzoate 93-99-2 5 50 7 Weak S
TNBS 2508-19-2 19 25 26 Extreme S
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Il. Annexe 2 : Coordonnées de la courbe ROC pour IR,,,;, de PGE; a 24h

Seuil de positivité inférieur ou égal a° Sensitivity 1 - Specificity
26,00 ,789 ,250
33,00 ,807 ,263
40,00 ,817 ,263
44,00 ,826 ,275
47,50 ,826 ,288
49,00 ,835 ,288
52,00 ,835 ,300
54,50 ,844 ,313
55,50 ,844 ,325
56,50 ,844 ,338
57,50 ,844 ,350
58,50 ,853 ,350
59,50 ,862 ,375
60,50 ,872 ,388
61,50 ,881 ,388
62,50 ,881 ,400
64,50 ,881 ,413
66,50 ,881 ,425
68,00 ,881 ,438
69,50 ,890 ,450
70,50 ,890 ,463
71,50 ,899 ,475
72,50 ,899 ,488
73,50 ,899 ,500
74,50 ,899 ,513
75,50 ,899 ,538
76,50 ,899 ,550
78,00 ,899 ,563
80,00 ,899 ,575
81,50 ,899 ,600
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lll. Annexe 3 : Résultats IR, et IR,.x pour marqueurs TNF-a et IL-1 (50 molécules de référence)

NS : sensibilisant

PGE, TNF-a IL-1B
Molecule IRmin | IRmax | IRmin | EC(50) | IRmax | EC(150) | IRmin | EC(50) | Rmax | Ec(150) | "°
Eugenol 0 0 0 200 98 50 100 1 Weak
Chlorhexidine 2 55 8 5 80 25 5 68 Weak
NiSO4 8 52 29 10 99 68 82 Weak
Isopropyl myristate 56 149 97 109 86 118 Weak
Tween21 10 158 43 200 148 64 120 Weak
Hydroxycitronellal 27 228 92 110 76 98 Weak
Acide abietique 48 286 81 104 24 20 87 Weak
Phenyl benzoate 7 142 106 125 106 241 200 Weak
Citral 10 173 119 125 35 10 118 Weak
Butyl glycidyl ether 22 110 10 200 133 5 50 90 Weak
Isoeugenol 0 10 0 25 76 0 10 69 Moderate
Cinnamaldehyde 2 71 0 10 50 24 15 468 1 Moderate
Phenylacetaldehyde 7 105 80 111 20 30 82 Moderate
Diethylsulfate 69 221 72 107 24 100 75 Moderate
Diethyl maleate 3 77 3 20 223 1 6 10 89 Moderate
TMTD 0 91 65 100 32 1 69 Moderate
Propyl gallate 0 0 68 142 90 200 10 strong
PPD 1 117 138 219 1 110 160 5 strong
Hydroquinone 3 130 90 185 0,5 65 100 strong
Phthalic anhydride 117 338 91 126 70 90 strong
Glutaraldéhyde 81 199 65 125 29 7,5 99 strong
Formaldéhyde 80 118 96 122 104 145 strong
MDBGN 0 194 62 97 69 79 strong
Dimethyl sulfate 117 256 101 138 58 91 strong
Oxazolone 3 15 81 89 33 100 105 extreme
DNCB 33 76 60 67 55 100 extreme
PAP 0 46 248 351 1 22 1 49 extreme
TNBS 19 63 87 104 34 50 71 extreme
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MCI 58 142 83 106 67 103 extreme
4-nitrobenzyl bromide 17 113 55 90 75 102 extreme
Methyl paraben 31 133 89 138 66 188 200 NS

Propyl paraben 2 125 42 50 133 49 50 100 NS
MnCI2 123 186 86 168 50 1277 NS
Acide salycilique 10 116 94 120 116 196 200 NS
Acide sulfanilique 68 183 91 130 81 107 NS
Acide octanoique 71 134 103 361 50 101 401 100 NS
Saccharin 101 112 107 163 200 97 101 NS
Butanol 95 120 87 109 78 111 NS
Acide citrique 68 142 43 200 109 51 111 NS
Vanilline 11 26 220 339 1 58 862 25 NS
4-Hydrobenzoic acid 65 88 99 149 58 91 NS
Isopropanol 77 120 83 95 61 90 NS
Propylene glycol 79 130 89 103 80 206 NS
Methylsalicylate 47 105 81 100 73 118 NS
6 metylcoumarine 0 91 0 50 85 21 200 2297 1 NS
Acide lactique 99 196 85 121 91 125 NS
SDS 6 102 8 50 192 5 35 50 168 5 NS
Glycerol 85 125 91 114 79 120 NS
Tween20 59 133 86 151 1 40 200 119 NS
Acide glycolique 96 131 90 102 49 200 66 NS
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IV.Annexe 4 : Résultats comparatifs de la prédiction des tests PGE,, MUSST, DPRA, Nrf2-HTS

catégories de réactivité chimique (Toxtree) pour 160molécules

Molécules codées OA sont des molécules internes.

NS : sensibilisant
S : sensibilisant
INC : non classé

et LLNA et

NRF2_HTS

Nom’de CAS
la molécule
Acide benzoique 65-85-0
Alcool benzylique 100-51-6
p-metylaminophenol sulfate 55-55-0
Chlorure de benzalkonium 8001-54-5
OA2
OA3
OA6
OA7
OA8
OA9
OA10
Dimethyl sulfone 67-71-0
OA12
OA13
OA14
OA15
OA16
OA17
Glyoxal 107-22-2
3-dimethylaminopropylamine 109-55-7
1-Bromobutane 109-65-9
Isopropyl myristate 110-27-0
Methyl salicylate 119-36-8

LLNA Toxtree

No binding

No binding

No binding

No binding

No binding

No binding

Schiff base
formation

SN2

No binding

No binding
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No binding

No binding

SN2

SN2

Acyl Transfer agent

No binding

No binding

No binding

No binding

No binding

SN2

No binding

No binding

No binding

No binding

No binding

Schiff base
formation

No binding

No binding

No binding

Michael Acceptor

Acide sulfanilique 121-57-3
Acide octanoique 124-07-2
5-ChIoro-2-m:r’:2)’/llvllf&soth|azol|n-3- 26172-55-4
chloro octadécane 3386-33-2
3,5,5-Trimethylhexanoyl chloride | 36727-29-4
Lactic acid 50-21-5
Glycerol 56-81-5
Propylene glycol 57-55-6
Methyl paraben 99-76-3
Sulfanilamide 63-74-1
Diethylsulfate 64-67-5
Isopropanol 67-63-0
Butanol 71-36-3
Diethylphthalate 84-66-2
ac. Tartaric 87-69-4
4-Hydroxybenzoic acid 99-96-7
OA18
OA19
OA22
GLUTARALDEHYDE 111-30-8
OA23
OA24
OA31
0OA32
OA34
PTD, 1,4-Benzenediamine, 2-
methyl-, sulfate
1,4-Benzened¥amine, 2-methyl-, 615-50-9
sulfate
OA37
OA44

Michael Acceptor

Michael Acceptor
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OA45

OA46
OA47
OA50
OA51
FORMALDEHYDE 50-00-0
OA61
OAB4
OAB5
OAT1
OA72
OA78
Acide salycilique 69-72-7
Propyl paraben 94-13-3
Thioglycerol 96-27-5
t-Butylhydroquinone 1948-33-0
OA1
Tween 21 9005-64-5
OA4
OA5
OA11
Butyl glycidyl ether 2426-08-6
benzyl bromide 100-39-0
2-methyl-3-phenyl-2-propenal 101-39-3
1,4-phenylenediamine 106-50-3
1,4-benzoquinone 106-51-4
Ethyléne diamine, EDA 107-15-3
Hydroxycitronellal 107-75-5
3-phenylenediamine 108-45-2
Resorcinol 108-46-3
Hexane 110-54-3

Michael Acceptor

No binding

Acyl Transfer agent

No binding

Michael Acceptor

Schiff base
formation

No binding

Acyl Transfer agent

Acyl Transfer agent

No binding

No binding

No binding

No binding

No binding

Michael Acceptor

SN2

SN2

Michael Acceptor

Michael Acceptor

Michael Acceptor

Schiff base
formation

Schiff base
formation

Michael Acceptor

Michael Acceptor

No binding
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Diethylenetriamine 111-40-0
Safranal 116-26-7
Benzyl benzoate 120-51-4
Ethyl vanilline 121-32-4
Propyl gallate 121-79-9
4-phenyl73-buten-2-one, 122-57-6
Benzylideneacetone
Phenylacetaldehyde 122-78-1
Hydroquinone 123-31-9
Tetramethylthiuram disulfide 137-26-8
Diethyl maleate 141-05-9
Sodium Lauryl Sulfate, SDS 151-21-3
Oxazolone 15646-46-5
Farnesal 19317-11-4
1,2-benzisothiazolin-3-one 2634-33-5
Diacetyl, 2,3 butanedione 431-03-8
Furil 492-94-4
Hydrocortisone 50-23-7
2-Nitro-p-phenylenediamine 5307-14-2
Trimellitic anhydride 552-30-7
1-Phenyl-1,2-propanedione 579-07-7
Methyl methanesulfonate 66-27-3
Trans-2-Hexenal 6728-26-3
Coumarin 91-64-5
6-Methylcoumarin 92-48-8
1-Thioglycerol 96-27-5
1-Chloro-2,4-dinitrobenzene, DNCB | 97-00-7

z
3

zZ| z zZ |zl z
IIIOO BN

Schiff base
formation

Schiff base
formation

Acyl Transfer agent

Schiff base
formation

Michael Acceptor

Michael Acceptor

Schiff base
formation

Michael Acceptor

No binding

Michael Acceptor

No binding

Schiff base
formation

SN2

Schiff base
formation

Schiff base
formation

Schiff base
formation

Acyl Transfer agent

Schiff base
formation

SN2

Michael Acceptor

Michael Acceptor

Michael Acceptor

No binding

SNAr
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Isoeugenol

97-54-1

Ethylene glycol dimethacrylate

97-90-5

Michael Acceptor

OA20

Michael Acceptor

OA21

No binding

0OA25

2 Mechanisms

OA26

Michael Acceptor

OA27

Michael Acceptor

OA28

Michael Acceptor

4-Amino-3-nitrophenol

610-81-1

Michael Acceptor

0OA29

Michael Acceptor

OA30

Michael Acceptor

OA33

Schiff base
formation

OA35

Michael Acceptor

Resorcinol

108-46-3

Michael Acceptor

OA36

Michael Acceptor

p-PHENYLENEDIAMINE

624-18-0

Michael Acceptor

OA38

Michael Acceptor

OA39

Michael Acceptor

OA40

Michael Acceptor

m-aminophenol, 3-aminophenol, 3-
hydroxyaniline

591-27-5

Michael Acceptor

2-Methyl-5-
hydroxyethylaminophenol

55302-96-0

Michael Acceptor

OA41

Michael Acceptor

OA42

Michael Acceptor

OA43

Michael Acceptor

OA48

Acyl Transfer agent

OA49

2 Mechanisms

OA52

No binding

OA53

Michael Acceptor

OA54

Michael Acceptor

OA55

Michael Acceptor

OA56

No binding

No binding
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OA57

No binding

OA58

Michael Acceptor

OA59

Michael Acceptor

OAG0

Michael Acceptor

OA62

Michael Acceptor

OA63

Michael Acceptor

OAG66

Michael Acceptor

OAG67

Michael Acceptor

OAG8

Acyl Transfer agent

OA69

SN2

OA70

No binding

OA73

SN2

OA74

Michael Acceptor

OA75

2 Mechanisms

OA76

SN2

OAT77

2 Mechanisms

OA79

2 Mechanisms

OA80

Michael Acceptor

OA81

Michael Acceptor

OA82

Michael Acceptor

4-allylanisole, Estragole

140-67-0

Michael Acceptor
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RESUME

Les sensibilisants de contact sont des molécules réactives électrophiles qui ont la capacité de
modifier des protéines de la peau pour former un antigene. Au dela de ce mécanisme d’hapténisation,
le signal de danger induit par les sensibilisants conduisant a I'activation des cellules dendritiques (DC)
est un élément déterminant dans l'induction de cellules T spécifiques de I'hapténe. Dans le contexte
du 7°™ amendement a la directive cosmétique européenne, la mise en place d'une batterie de tests in
vitro permettant de prédire le potentiel sensibilisant de molécules est indispensable pour l'industrie
cosmétique. Tandis que la plupart des études in vitro étudient les signaux de danger induits par les
sensibilisants dans des modéles homéostasiques, nous nous sommes intéressés a leffet des
sensibilisants sur la mise en place d’'une réponse inflammatoire.

Lorsque la lignée U937 est différenciée avec du PMA et stimulée avec du LPS, les facteurs de
transcription NF-kB et Nrf2 sont activés et I'acide arachidonique (AA) est métabolisé au travers de la
cascade cPLA,/ COX-2. L'ensemble de ces voies activées conduit a la production par les U937 d’'un
grand nombre de médiateurs inflammatoires (IL-18, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-8, PGE,, PGD,, TxB,).
Dans ce modéle, nous avons analysé I'effet de 6 sensibilisants de potentiels variés (DNCB, PPD, HQ,
PG, CIN, EUG) et montré que de facgon inattendue, tous les sensibilisants étudiés diminuent
significativement et de facon spécifique la production de tous les prostanoides et en particulier de
PGE, induite par PMA/LPS. Nous avons de plus démontré que selon les sensibilisants, les cibles de
cette inhibition au sein de la cascade métabolique de I'AA difféerent, méme si elles se focalisent la
plupart du temps (sauf pour le DNCB) sur 'enzyme COX-2 (inhibition de son expression et/ou de son
activité). Pour le DNCB, le mécanisme d’inhibition semble plutét impliquer sa capacité a réagir
fortement avec les groupements résidus thiols, ce qui se traduit en particulier par la déplétion du GSH
intracellulaire et engendrerait I'inhibition des synthases dépendantes du GSH pour leurs activités.

En parallele de cette étude mécanistique, nous avons appréhendé la problématique du point de vue
statistique et vérifié sur un set plus important et diversifi€ de molécules (160 molécules) que le
parameétre « inhibition de PGE, » pouvait étre un bon test de prédiction de 'HSRC. L’étude statistique
a permis de déterminer le modéle prédictif du test PGE, et de mettre en évidence de bonnes
performances (78%) par rapport aux prédictions du LLNA. Au-dela, une certaine complémentarité du
test PGE, avec d’autres tests in vitro (MUSST, Nrf2-HTS) a pu étre mise en évidence.

En conclusion, au travers de cette étude, nous avons pu mettre en évidence de nouvelles propriétés
biochimiques des sensibilisants. Méme si la signification biologique de la diminution de PGE, par les
sensibilisants de contact demeure complexe d’interprétation, ce paramétre a permis le développement
d’'un test qui prédit avec de bonnes performances le caractére sensibilisant de molécules et dont la

position au sein d’'une batterie prédictive d’évaluation de I'allergie de contact reste a étre précisée.

Mots clés : Allergie de contact, U937, prostaglandine E, tests alternatifs a I'animal de prédiction
potentiel sensibilisant
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ABSTRACT

Contact sensitizers are defined as reactive molecules (electrophilic) which have the ability to modify
skin proteins to form an antigen (hapten). In addition to the haptenation mechanism, danger signals,
leading to the activation of dendritic cells, are described to be crucial for the effective induction of an
hapten-specific T cell immune response. In the context of the 7" amendment to the Cosmetic Directive,
the cosmetic industry is concerned by the challenge of finding non-animal approaches to assess the
sensitizing potential of chemicals. While danger signals induced by sensitizers in steady-state
conditions have already been analyzed, we chose to investigate the impact of sensitizers on the
course of an inflammatory response.

For this purpose we used the U937 cell line differentiated with PMA and activated with LPS. In these
conditions, cells produce a large amount of inflammatory mediators (IL-B, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-8,
PGE,, PGD,, TxB,) through the activation of pathways leading to the activation of the transcription
factors NF-kB and Nrf2 and through AA metabolism by the cPLA,/COX-2 cascade. Interestingly, we
showed that 6 contact sensitizers with various potential (DNCB, PPD, HQ, PG, CIN, EUG) significally
and specifically decrease the production of prostanoids and in particular of PGE, induced by
PMA/LPS. We further demonstrated that there is no unique inhibition profile of the sensitizers even if
the maijority (except for DNCB) of the effects applies on COX-2 (i.e. inhibition of the expression and/or
activity). For DNCB, inhibition mechanism appears to be dependant of its capacity to react with thiols
residues and in particular to deplete intracellular glutathione possibly leading to the inactivation of the
PG-synthases.

In parallel, we assess a statistical analysis on 160 molecules that allow us to define the test
parameters (a molecule is a sensitizer if the PGE; inhibition at 24h is more than 60%) and to calculate
the test performance toward LLNA (78%). Moreover we demonstrated that the PGE, test could be
complementary to other already existing in vitro tests like MUSST or Nrf2-HTS.

In summary, we add here a new insight into the multiple biochemical effects described so far for
sensitizers. Even if the underlying biological relevance remains unclear, the parameter “PGE,
inhibition” is good test for skin sensitization evaluation. Further studies will precise how this parameter

could be implemented into an alternative testing strategy for the evaluation of skin sensitization.

Key words: Allergic contact dermatitis, U937, prostaglandin E,, non animal testing

382



