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Introduction

I. L’acné : prise en charge diagnostique et
thérapeutique.

1. Généralités et épidémiologie.

L’acné est une maladie inflammatoire chronique touchant le follicule pilo-sébacé. L’acné est
le plus souvent primitive, atteignant préférentiellement les adolescents au moment de la
puberté [1-5].

En 2010, la prévalence mondiale de I'acné était estimée a 650 millions de personnes, soit
9,38% de la population, faisant ainsi de I'acné la 8¢éme maladie la plus fréquente dans le
monde [6]. On estime qu’environ 80% des adolescents sont touchés par I’'acné en France [7],
et dans les autres pays occidentaux ol des études épidémiologiques ont été conduites [8]. La
proportion d’adultes, en particulier de femmes, touchés par I'acné pourrait atteindre les 20%
[3,9]. Enfin, la prévalence de I'acné sévére varie de 10 a 20% selon les études [10].

L’acné est considérée comme un probléeme de santé publique important non seulement du
fait de sa fréquence, mais également du fait de son impact socio-économique [11]. Les
patients atteints d’acné sévere ou prolongée présentent une altération significative de leur
qualité de vie et sont plus susceptibles de développer des pathologies anxio-dépressives
parfois séveres [12,13]. Les dépenses de santé directement en rapport avec la prise en charge
de I'acné sont également élevées, avec par exemple un colt annuel estimé a environ 850
millions de dollars aux Etats-Unis en 2013 [14].

2. Lésions cliniques élémentaires.

Les lésions cliniques élémentaires de I'acné sont I'hyperséborrhée, les lésions rétentionnelles
et les lésions inflammatoires [1-5].

L’évolution des lésions est cyclique et non synchrone avec seulement une minorité de glandes
sébacées (GS) atteintes en méme temps : environ 30% présentent des Iésions infra-cliniques
tandis que 1% ont des lésions cliniques [15].

Il existe un continuum théorique entre les différentes lésions d’acné (Figure 1). Elles
découleraient toutes du micro-comédon, une lésion infra-clinique correspondant au niveau
histologique a 'occlusion du follicule pilo-sébacé (FPS) par du sébum et de la kératine et qui
peut étre visible sur les biopsies de patients acnéiques en peau non lésionnelle [15].
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Figure 1 : Histologie de I’acné. Coupes histologiques montrant un FPS normal (A), un comédon (B), et une Iésion
d’acné inflammatoire (C). Reproduit de [1].

2.1. Hyperséborrhée.

Précédant généralement les premiéres lésions cliniques, la séborrhée désigne I'aspect huileux
et brillant des régions cutanées riches en glandes sébacées, en particulier la zone médio-
faciale (front, nez, menton, joues), le dos, et la région thoracique antérieure [1-5]. Cette
manifestation résulte d’une augmentation de la production de sébum par les GS [16].

2.2. Lésions rétentionnelles.

Aussi appelées lésions kystiques ou dystrophiques, les |ésions rétentionnelles témoignent de
I’occlusion du FPS du fait d’une différentiation anormale des cellules folliculaires et sébacées
[2,4,15]. Elles surviennent préférentiellement dans les régions séborrhéiques. La durée
d’évolution de ces lésions se mesure en semaines.

Provenant directement des micro-comédons, on distingue (Figure 2) :

- les comédons « ouverts » (« points noirs ») qui correspondent a des bouchons cornés de 1 a
3 mm localisés au niveau des ostiums folliculaires et dont I’'extrémité est colorée en noir du
fait de I'oxydation des graisses du sébum et de dépo6ts de mélanine. lls peuvent s’exprimer
facilement et ne deviennent que rarement inflammatoires.

- les comédons « fermés » ou microkystes (« points blancs ») désignent des papules blanches
de 2 a 3 mm. Il s’agit d’'une accumulation de sébum et de kératine au sein d’un ostium
folliculaire fermé et d’une glande sébacée, qui peut éventuellement régresser, ou se rompre
soit a la peau, soit au sein du derme avec, dans ce cas, I'association a des phénomeénes
inflammatoires qui conduisent a la constitution des Iésions d’acné inflammatoire.
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Figure 2 : Lésions rétentionnelles. Photo clinique montrant des comédons ouverts et des comédons fermés au
niveau du front et du cou de deux patients. Reproduit de [3,5].

2.3. Lésions inflammatoires.

Il est admis que les Iésions inflammatoires évoluent a partir des lésions rétentionnelles infra-
cliniques ou cliniques. Néanmoins, ces dernieres sont parfois absentes chez certains patients.
Ces lésions consistent en (Figure 3) [1-5] :

Figure 3 : Lésions inflammatoires. Photos cliniques montrant des papules et des pustules inflammatoires au
niveau de la joue de deux patients. Reproduit de [3,5].

- des papules et des nodules qui sont des lésions inflammatoires, palpables, érythémateuses,
fermes, plus ou moins douloureuses, et qui mesurent moins ou plus de 5 mm respectivement.
Ces lésions peuvent évoluer vers la résorption, la formation de pustule ou I'abcédation et la
rupture.

- des pustules, qui sont des papules a contenu blanchatre ou jaune purulent qui peuvent étre
le siege de phénomenes inflammatoires.

Les lésions inflammatoires superficielles évoluent généralement favorablement en quelques
jours. La principale complication dermatologique de I'acné est I’évolution cicatricielle de
certaines lésions. Cela survient d’autant plus que I'inflammation est importante, prolongée et
profonde. Ces cicatrices peuvent étre dyschromiques, atrophiques, hypertrophiques voire
chéloidiennes [17].
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2.4. Evaluation de la sévérité.

Il est important d’avoir des outils les plus objectifs possibles pour évaluer une acné, que ce
soit pour le suivi clinique des patients, ou les essais thérapeutiques [2]. Il existe actuellement
de trées nombreux outils d’évaluation, cependant seulement certaines échelles font I'objet
d’un consensus. C’'est le cas de I'échelle de la FDA (Food and Drug Administration) qui classe
I'acné en 4 stades (1 presque blanchi, 2 légere, 3 modérée et 4 sévere) et de I'échelle GEA
(Global Acne Evaluation) qui classe I'acné du visage en 6 stades de 0 a 5 (Figure 4) [18].

Lésions élémentaires
cm':?:::gem Rares et dispersés Quelques Nomb
Acné
Papules Rares trés inflammatoire
Papulo-pustules Quelques Nombreuses Nombreux
1 nodule peut étre .
Nodules présent Rares Plusieurs
Extension sur le visage
< moitié > moitié Tout Tout
Pigmentation
Autres résiduelle et Facilement
érythéme peuvent identifiable
étre présents
—————
Pas de lésion Pratiquement Acné Acné Acné Acné
Echelle GEA™ pas de lésion légere moyenne sévére trés sévére
| -
Q- O O\

Figure 4 : Echelle GEA. Reproduit de https://docs.lequotidiendumedecin.fr/operation/galderma/Echelle_GEA.pdf

3. Différentes formes cliniques.

On dénombre plusieurs formes d’acné en fonction de la sémiologie dermatologique, de I'dge,
ou bien encore du terrain, pour lesquelles I’évolution et le pronostic sont différents et qui
nécessitent une prise en charge thérapeutique adaptée.

3.1. Différentes formes cliniques en fonction de la sémiologie des
lésions élémentaires.

En fonction de la prédominance et de la sévérité des lésions élémentaires, on distingue
différentes formes [1-5] :
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- 'acné rétentionnelle qui associe préférentiellement des Iésions rétentionnelles (comédons
et microkystes) avec une hyperséborrhée. Elle touche principalement la zone médio-faciale et
les épaules.

- I'acné papulo-pustuleuse qui comporte une majorité de lésions inflammatoires papulo-
pustuleuses, mais ou se retrouvent également de la séborrhée et des lésions rétentionnelles.
Le visage, le dos et le décolleté sont principalement touchés.

- I'acné conglobata (Figure 5). Il s’agit de la forme la plus fréquente d’acné sévere ol sont
associées toutes les lésions élémentaires, en particulier les Iésions nodulaires inflammatoires
et suppurées, et qui s’étendent progressivement au-dela des zones bastions, en particulier au
niveau du cou, du tronc, des fesses et a la racine des membres [19]. L’évolution cicatricielle
est systématique en I'absence d’une prise en charge adaptée.

- I'acné fulminans (Figure 5), aussi appelée acné nodulaire aigué, fébrile et ulcéreuse, est la
forme la plus sévere d’acné [20,21]. Touchant préférentiellement les garcons, il s’agit d’'une
pathologie rare a début brutal caractérisée par une évolution tres inflammatoire de lésions
d’acné nodulaire qui deviennent suppurées ou ulcéro-nécrotiques. Cela peut survenir
spontanément ou a la suite de I'introduction d’isotrétinoine. Il s’y associe des signes généraux
(altération de I'état général, fievre élevée, hyperleucocytose), des douleurs musculaires et
articulaires (en particulier axiales et des articulations sterno-claviculaires), et rarement
d’autres manifestations telles qu’une hépatosplénomégalie ou un érythéme noueux.

g,
Figure 5 : Formes séveres d’acné. Photos cliniques montrant une acné conglobata (A) et une acné fulminans (B).
Reproduit de [3].

3.2. Différentes formes cliniques en fonction de I’age.

Ces différentes formes sont [1-5]:

- I'acné néonatale : il s’agit d’'une forme transitoire et spontanément favorable d’acné qui
touche environ 20% des nouveau-nés et qui serait due a une stimulation des GS néonatales
par des androgénes d’origine maternelle [22,23]. On observe principalement des papules et
des pustules au niveau du visage, qui disparaissent généralement en quelques mois. Elle peut
exceptionnellement se prolonger en cas de sécrétion d’ACTH ou de gonadotrophines
hypophysaires par le nourrisson a la suite de I’hyperandrogénie initiale.
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- I'acné infantile : autant I'acné néonatale est relativement fréquente, autant I’acné infantile
est rare. Cela désigne une acné survenant généralement apres I’age de 2 ans et jusqu’a avant
la puberté. Cela doit faire rechercher une cause sous-jacente endocrinienne surtout s’il existe
chez I’enfant d’autres signes d’hyperandrogénie [22].

I'acné juvénile polymorphe: c’est la forme la plus fréquente d’acné, touchant les

adolescentes vers 12-13 ans et les adolescents vers 14-15 ans. Les premiers signes d’acné,
notamment I’hyperséborrhée, peuvent se développer quelques années avant, y compris en
période pré-pubertaire, ce qui est généralement un signe témoignant de la gravité future de
I’acné. La forme polymorphe est la forme associant des lésions rétentionnelles et des lésions
kystiques. Cette pathologie est spontanément régressive, en regle générale avant I’age de 20-
22 ans.
- I'acné de I'adulte : Il s’agit le plus souvent d’une acné de la femme apres 20-25 ans. Cette
forme peut correspondre soit a une acné juvénile persistante malgré la fin de I'adolescence,
soit a I"apparition tardive de lésions d’acné. Cliniquement, il peut s’agir soit d’'une forme
clinique semblable a I'acné juvénile polymorphe, soit d’'une forme prédominante a la
mandibule [24,25]. L’acné primaire de I'adulte serait due a un hyperandrogénisme par
hypersensibilité des récepteurs aux androgenes [26].

3.3. Acnés secondaires.

Il estimportant de dépister les acnés secondaires pour lesquelles la prise en charge de la cause
ou I"éviction du facteur déclenchant sera le premier traitement.

Les acnés secondaires incluent [3,4] :

- I’acné liée a une endocrinopathie avec hyperandrogénie biologique. Dans ce cas, I'acné sera
guasiment toujours associée a d’autres signes d’hyperandrogénie tels que, notamment, des
troubles du cycle menstruel, un hirsutisme, une obésité, et chez I'’enfant un développement
précoce des organes génitaux externes et de la pilosité [27,28]. Cette situation doit faire
pratiquer un bilan endocrinologique minimal afin de dépister une endocrinopathie
responsable de ce tableau, par exemple une hyperplasie congénitale des surrénales, une
tumeur ovarienne ou surrénalienne, ou bien encore un syndrome de Cushing. Par ailleurs, on
recherchera aussi les situations d’hyperandrogénie fonctionnelle, en particulier le syndrome
des ovaires polykystiques, le syndrome SAHA (Séborrhée, Acné, Hirsutisme, Alopécie
androgénétique) et HAIR-AN (HyperAndrogénisme, Résistance a I'Insuline, Acanthosis
Nigricans) [3—5,27,28].

- les acnés iatrogénes ou médicamenteuses [4,5]. Un certain nombre de médicaments
peuvent induire, aggraver ou pérenniser une acné qui sera préférentiellement papulo-
pustuleuse et inflammatoire plutdét que comédonienne. On citera notamment : les corticoides
locaux ou généraux, les androgénes et les contraceptifs oraux (progestatifs seuls ou
contraceptifs combinés avec un progestatif a action androgénique), certains antibiotiques
(isionazide, rifampicine), certaines vitamines (B1, B6, B12), le lithium, les barbituriques,
I'imipramine, les halogénés (bromures, iodures,..), certains immunosuppresseurs
(ciclosporine, azathioprine) et antinéoplasiques (inhibiteurs de BRAF). A noter, les inhibiteurs
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d’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) induisent des syndromes acnéiformes par
folliculite et non des acnés véritables.

- les acnés exogenes et toxiques. L'acné peut étre induite par I'application de topiques
comédogenes, tels que certains cosmétiques a base de paraffine ou d’huiles végétales, ou
certaines huiles essentielles [29]. L'exposition cutanée a certains hydrocarbures aromatiques
halogénés (goudrons), notamment dans un contexte professionnel, rentre également dans ce
cadre. Enfin, la chloracné ou MADISH (Metabolizing Acquired Dioxin Induced Skin
Hamartomas) repose sur une hyperactivité du facteur de transcription AHR (Aryl Hydrocarbon
Receptor) par ses ligands, en particulier les dioxines [4,30,31]. Cliniguement, les patients
développent initialement de tres nombreux comédons, puis, si I’exposition se prolonge, des
kystes et des |ésions inflammatoires. Il peut y avoir également des signes généraux, et des
symptomes neurologiques, digestifs ou pulmonaires. Les Iésions dermatologiques
disparaissent le plus souvent a I'arrét de I'exposition [4,30].

- I'acné liée ou aggravée par une immunodépression, en particulier dans le contexte de
I'infection par le VIH

- 'acné excoriée qui désigne une forme d’acné auto-entretenue par la manipulation et le
grattage incessant des lésions, survenant souvent chez des jeunes femmes souffrant de
dysmorphophobie.

- les acnés syndromiques [32]. L'acné est un des symptdmes de certains syndromes
génétiques, en particulier du syndrome d’Apert [33,34]. L'acné fait également partie
intégrante de certains syndromes auto-inflammatoires tels que les syndromes SAPHO
(Synovite, Acné, Pustulose, Hyperostose, Ostéite), PAPA (Arthrite Pyogénique, Pyoderma
gangrenosum, Acné), PASH (Pyoderma gangrenosum, Acné, Hiddradénite Suppurée), PAPASH
(Arthrite Pyogénique, Pyoderma gangrenosum, Acné, Hiddradénite Suppurée) et leurs
variantes [35].

3.4. Facteurs pronostiques et aggravants.

Le principal facteur pronostique est I'existence d’un antécédent familial d’acné au premier
degré [36]. L'héritabilité de I'acné atteindrait 80 % a la premiere génération. Cela serait associé
avec un début plus précoce de la maladie acnéique, un plus grand nombre de Iésions et un
risque accru de rechutes.

La prise de contraceptifs oestro-progestatifs ou progestatifs peut avoir un role aggravant du
fait de I'activité androgénique des progestatifs, de méme que la période pré-menstruelle [36].
Certains éléments liés au mode de vie et a I'environnement sont suggérés comme facteurs
aggravants de I'acné. Néanmoins, les études épidémiologiques réalisées afin de prouver leur
imputabilité ont été le plus souvent non significatives ne permettant pas de conclure de
maniére formelle [37]. Ces facteurs sont : le tabagisme [38], le stress [39], I'hygiéne cutanée
[40], I'utilisation de produits cosmétiques comédogenes [41], ou bien encore I'exposition
solaire [37] ou des facteurs mécaniques (frottements répétés, occlusion) [29]. Le role de
I'alimentation reste, a ce jour, toujours discuté [42], en particulier I'impact des produits a
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index glycémiques élevés [38,43-45] et des produits laitiers [38,44,46]. Les xénobiotiques
présents dans |'alimentation pourraient également avoir un rdle aggravant [4].

4. Diagnostics différentiels.

L’acné est un diagnostic clinique qu’il est généralement aisé de faire sans avoir recours a un
prélevement a visée histologique ou a des examens complémentaires. Cependant, en cas
d’acné sans lésion rétentionnelle, en particulier sans comédon, plusieurs diagnostics
différentiels pourront étre discutés: les autres dermatoses faciales (rosacée papulo-
pustuleuse, dermatite périorale, démodécidose faciale, lupus miliaire, syndrome FACE (Facial
Afro-caribbean Childhood Eruption), et parfois sarcoidose) et les folliculites (folliculite
bactérienne, folliculite pityrosporique, pseudo-folliculite de la barbe, folliculite mécanique, ou
plus rarement folliculite nécrosante lymphocytaire, folliculite a éosinophiles, et au niveau du
cuir chevelu folliculite trichophytique ou candidosique ou folliculite de Quinquaud) [3-5]. En
cas de doute diagnostique, le terrain et les éléments sémiologiques associés permettent en
régle générale de redresser le diagnostic. Dans le cas des acnés séveéres, en particulier les acné
conglobata, le diagnostic différentiel avec I’hidradénite suppurée sera parfois difficile, ce
d’autant que les deux maladies peuvent étre intriquées chez certains patients.

5. Traitements.

L'acné juvénile est une maladie chronique dont I'évolution spontanée, en regle générale, est
la guérison aprées quelques années d’évolution.

La sévérité de I'atteinte guide le choix du traitement (Figure 6) [47-51]. Celui-ci sera local en
cas d’acné minime, tandis qu’on préférera un traitement général dans les formes modérées a
séveres. En regle générale, on débutera par un traitement d’attaque, avant de poursuivre par
un traitement d’entretien sur une durée prolongée. Hormis l'isotrétinoine, tous les autres
traitements sont suspensifs [52]. De ce fait, I'information et I'’éducation des patients sont des
éléments clé de la prise en charge [53].

5.1. Traitements locaux.

Le choix du traitement dépend du type d’atteinte. En cas d’acné rétentionnelle, on choisira un
rétinoide topique seul, tandis qu’on l'associera a du peroxyde de benzoyle ou a une
antibiothérapie locale en cas d’acné inflammatoire [47-51,54].

Il est important de noter que I'observance aux traitements topiques est souvent mauvaise du
fait, d’'une part, de la contrainte quotidienne d’appliquer un traitement topique, et d’autre
part, des éventuels effets secondaires. L'information des patients est donc essentielle sur la
nature des traitements prescrits, les bénéfices attendus et les possibles effets secondaires, les
soins de dermocosmétique a associer et, enfin, sur la durée de traitement qui sera
obligatoirement prolongée (jusqu’a plusieurs mois ou années, a I'exception des antibiotiques
topiques) [53].
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5.1.1. Rétinoides topiques.

Les rétinoides topiques ont un réle comédolytique et plus ou moins anti-inflammatoire [52].
Par contre, ils n'ont pas de rble sébostatique. Les différentes molécules utilisables sont la
trétinoine (acide rétinoique tout-trans), l'isotrétinoine (acide 13-cis-rétinoique) qui est une
prodrogue de la trétinoine, I'adapaléne et le tazaroténe.

Leur utilisation est parfois limitée par leurs effets secondaires en particulier les irritations
cutanées, la photosensibilité et la sécheresse cutanée. Bien que le risque de tératogénicité
soit extrémement faible, il parait préférable de contre-indiquer les rétinoides par voie topique
chez la femme enceinte.

A noter, ces spécialités existent en association fixe avec un antibiotique topique ou du
peroxyde de benzoyle, de facon a favoriser I'observance et a proposer un traitement unique
avec plusieurs modalités d’action.

5.1.2. Peroxyde de benzoyle.

Cette molécule a principalement un réle antimicrobien, en particulier sur les bactéries
anaérobies impliquées dans I'acné, grace a un effet peroxydant qui n’est pas susceptible
d’induire des résistances. Elle dispose également d’une activité kératolytique faible. Au
contraire des rétinoides topiques, le peroxyde de benzoyle peut étre utilisé chez la femme
enceinte. Par contre, il est également responsable d’irritations cutanées et de phototoxicité,
ainsi que d’eczémas.

5.1.3. Antibiotiques topiques.

Ces molécules ont une action antimicrobienne et, de ce fait, anti-inflammatoire, mais elles
sont dépourvues d’action kératolytique ou sébostatique. Il s’agit en France de I’érythromycine
et de la clindamycine. Méme si bien tolérés par les patients, ces traitements présentent un
risque élevé d’induire et de sélectionner des bactéries résistantes en cas d’utilisation
prolongée. lls font, de ce fait, I'objet de regles de prescription : il faut limiter leur prescription
a 2 semaines, toujours en association avec un autre traitement topique (rétinoide ou peroxyde
de benzoyle), et leur co-prescription avec un antibiotique systémique est contre-indiquée.

5.1.4. Acide azélaique.

Moins utilisé que les trois autres topiques anti-acnéiques, I'acide azélaique a une action
kératolytique et anti-inflammatoire.

5.1.5. Traitements locaux associés.

Afin de maximiser les chances de réussite du traitement topique, il est nécessaire d’éduquer
le patient afin qu’il abandonne tous les gestes pouvant aggraver ou pérenniser une acné, en
particulier la manipulation des lésions et l'utilisation de désinfectants ou de produits
cosmétiques irritants ou couvrants. On recommande généralement un nettoyage de la peau
avec un syndet et I'application d’une creme hydratante non comédogéene le matin, tandis que
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le topique anti-acnéique sera appliqué le soir au coucher. Par ailleurs, une photoprotection
est nécessaire afin de prévenir I'effet pro-comédogene de I'exposition solaire.

Enfin, les conseils hygiéno-diététiques pronant le sevrage tabagique, la lutte contre le
surpoids, I'’équilibre alimentaire, et la lutte contre le stress sont importants [54].

5.2. Traitements systémiques.

Les traitements systémiques sont indiqués dans les acnés modérées a séveres en association
avec des traitements topiques [47-51]. Il s’agit des antibiotiques oraux, et de l'isotrétinoine
pour les formes plus séveres et/ou en échec du traitement antibiotique. Par ailleurs, les
molécules a activité hormonale anti-androgénique sont également utilisées.

5.2.1. Antibiotiques systémiques.

Du fait de leur action anti-infectieuse et anti-inflammatoire, I'indication privilégiée des
antibiotiques oraux est I'acné papulo-pustuleuse modérée a sévere. La molécule la plus
fréquemment prescrite est la doxycycline a la dose de 100 mg/j en traitement d’attaque
pendant 15 jours, puis 50 mg/j. La limécycline, les tétracyclines, I'érythromycine, ou la
minocycline sont moins fréquemment prescrites. Le traitement est habituellement prescrit
pour 3 mois, parfois plus longtemps en cas de bonne réponse thérapeutique. Néanmoins les
risques d’induire des résistances bactériennes deviennent plus importants au-dela. Les
contre-indications aux cyclines sont, outre les allergies, la grossesse a partir du 4°™ mois et la
co-prescription avec un rétinoide systémique. Les principaux effets secondaires sont la
photosensibilisation, la survenue de candidose et de troubles digestifs.

5.2.2. Rétinoides systémiques.

L’isotrétinoine est le rétinoide utilisé dans le traitement des acnés séveres en échec du
traitement par antibiotiques oraux associés a un traitement topique adapté. L'utilisation dans
les acnés d’emblée tres séveres avec risque cicatriciel est acceptée. Le traitement est
généralement débuté a la dose de 0,5 mg/kg/j et poursuivi jusqu’a la dose cumulée de 120 a
150 mg/kg, dose a laquelle I'efficacité peut étre jugée.

L’efficacité de ce traitement est excellente avec 85% des patients en rémission a la dose
cumulée de 120 a 150 mg/kg. Pour les patients répondeurs, le risque de rechute, le plus
souvent plus modérée que la présentation initiale, est de I'ordre de 20 a 40% et ne nécessite
pas forcément de deuxieme cure de traitement.

Le principal effet secondaire est la tératogénicité. Ceci impose un encadrement tres strict de
la prescription, la prise d’une contraception hormonale 1 mois avant le début du traitement
et jusqu’a 1 mois apres, et le renouvellement de la prescription a un rythme mensuel sous
controle d’'un dosage de BHCG négatif. Les autres effets secondaires sont une sécheresse
cutanéo-muqueuse dose-dépendante nécessitant des soins adaptés, et des perturbations des
bilans lipidique et hépatique nécessitant une surveillance biologique initiale, a 1 mois de
traitement, puis tous les 3 mois. Le risque d’augmentation des suicides sous isotrétinoine n’a
pas été statistiquement démontré.
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En cas d’acné avec une forte composante rétentionnelle ou en cas d’acné fulminans, il existe
un risque d’exacerbation sévere des lésions a l'introduction de I'isotrétinoine justifiant de
débuter a une posologie réduite comprise entre 0,1 et 0,3 mg/kg/j [55].

5.2.3. Hormonothérapie.

L’hormonothérapie n’est pas un traitement de I'acné a proprement parler, néanmoins
I'association cestrogéne et acétate de cyprotérone peut étre utilisée dans les acnés légeres a
modérées ne justifiant pas d’un traitement systémique chez des jeunes filles qui souhaitent
par ailleurs avoir une contraception. Cette association n’est cependant pas utilisable comme
contraceptif en paralléle d’un traitement par isotrétinoine.

A noter, en cas de nécessité d’une contraception, les pilules oestro-progestatives de 3®me
génération seront préférées aux pilules de 1% et 2°™¢ génération du fait de leur moindre
activité androgénique.

5.3. Traitements physiques.

Les traitements instrumentaux, tels que les lasers ou la photothérapie dynamique, peuvent
étre proposés, néanmoins leur utilisation repose sur un niveau de preuves relativement faible,
et ils doivent donc pas étre utilisés en premier recours [54].

Une microchirurgie visant a évacuer les |ésions rétentionnelles pourra parfois également étre
proposée, notamment avant l'instauration d’un traitement par isotrétinoine.

Il. Physiopathologie de I’acné.

1. Organisation du follicule pilo-sébacé.

La peau est constituée de haut en bas par I'épiderme, d’origine ectodermique, puis le derme
et I'hypoderme, d’origine mésodermique. L'épiderme est un épithélium pluristratifié
kératinisant formant I'épiderme inter-folliculaire (EIF) et les annexes cutanées : les follicules
pileux (FP), les GS et les glandes sudoripares eccrines et apocrines. Les FPS désignent
I’association entre un FP et une GS [56,57].

Les FP varient de taille et de morphologie entre les différentes régions du corps et suivant le
cycle pilaire qui se décompose en trois phases : anagéne (phase de croissance), catagene
(phase de destruction par apoptose), et télogéne (phase de quiescence). lls sont formés : (i)
d’un compartiment supérieur: l'infundibulum (INF), qui est morphologiquement et
métaboliquement proche de I'EIF, puis la zone jonctionnelle (ZJ) qui est la zone carrefour entre
le FP et la GS ; (ii) d’'un compartiment intermédiaire comprenant I'isthme qui s’étend jusqu’au
« bulge » ou les cellules souches (CS) folliculaires résident ; (iii) un compartiment inférieur
formé de la matrice pilaire ou les CS pilaires, sous I'influence des fibroblastes de la papille
dermique, vont se différencier en couches concentriques pour former les couches de la gaine
pilaire externe, de la gaine pilaire interne et de la tige pilaire (Figure 7) [58,59].
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Figure 7 : Organisation de I’épiderme humain. Schéma représentant les différentes régions de I'épiderme (A) et
coupe histologique correspondante (B). Adapté de [5].
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Les GS sont des glandes holocrines multilobulées le plus souvent associées aux FP. Leur couche
cellulaire la plus externe contient les cellules progénitrices proliférantes, tandis que les
sébocytes différenciés riches en vacuoles lipidiques se concentrent progressivement au centre
de la glande. Ces cellules, en mourant, vont libérer le sébum qui va circuler dans le canal
sébacé, puis dans I'INF et enfin agir comme un lubrifiant a la surface de la peau [16,60]. La
taille des GS est variable en fonction de la localisation et du type de FPS. Tandis qu’elles sont
de petite taille au sein des follicules terminaux et lanugineux associés respectivement aux
poils/cheveux ou aux duvets, les GS sont de grande taille au sein des follicules sébacés qui
prédominent dans les régions séborrhéiques du visage et du tronc [4]. Dans ces régions, la
densité en GS atteindrait 400 3 900 GS par cm? de peau [61]. Enfin, le développement de la
GS est étroitement couplé avec la morphogénese du FP comme le montre |'alopécie
cicatricielle survenant chez les souris asebia qui ont des GS hypoplasiques du fait d’'une
mutation du gene de la SCD1 (stearoyl CoA desaturase-1) [62]. Par ailleurs, les GS sont
impliquées dans I'imperméabilisation de la peau, dans la régulation de la température
corporelle et la protection vis-a-vis des radiations solaires [63]. Elles ont également un role
immunomodulateur en produisant des peptides et des lipides antimicrobiens et des cytokines
de l'inflammation [64].

Depuis plus d’une trentaine d’années, plusieurs équipes ont contribué a comprendre
comment I'épiderme est maintenu [65-67]. A I'état basal, les populations de CS sont
déterminées par leur microenvironnement a donner une progéniture spécifique [68].
Cependant, en cas de stress ou de blessure, certaines CS épidermiques et folliculaires sont
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plastiques et capables d’acquérir un potentiel de différentiation vers d’autres lignages
(« infidélité de lignage ») afin de permettre la régénération du tissu [67,69,70].

A lintérieur du FPS, la ZJ contient de multiples populations souches caractérisées par
I’expression de marqueurs tels que LRIG1 (Leucine Rich Repeats And Immunoglobulin Like
Domains 1), PLET1 (Placenta Expressed Transcript 1), LGR6 (Leucine Rich Repeat Containing G
Protein-Coupled Receptor 6) et BLIMP1 (B lymphocyte-induced maturation protein 1) [71-74],
et qui sont différentes de celles retrouvées dans le bulge (Figure 8) [65]. En particulier, LRIG1
est une protéine transmembranaire initialement identifiée comme un marqueur des SC de
I'EIF humain maintenant ces cellules dans un état quiescent [75], en régulant négativement la
voie de signalisation ErbB/EGF [76,77]. LRIG1 est régulé indirectement par la -caténine via le
facteur de transcription cMyc [71,75]. Chez la souris, LRIG1 marque une population qui
apparait précocement durant le développement embryonnaire, qui exprime un haut niveau
d’ITGa6 (Integrin alpha 6), un marqueur de CS, qui a un fort potentiel de clonogénicité et qui
peut contribuer a tous les lignages dans des modeles d’épiderme reconstitué [71]. Néanmoins,
en condition homéostatique dans un modele murin « knock-in » pour LRIG1, il a été montré
que les cellules LRIG1 sont principalement responsable du maintien de I'INF, de la ZJ et, dans
une moindre mesure de la GS [78].

SOX9 (SRY-box 9) est le premier facteur de transcription nécessaire a I'établissement des GS
[79]. A I’age adulte, les sébocytes peuvent ainsi étre générés par les CS exprimant LRIG1 [78]
ou LGR6 [74]. Par ailleurs, les cellules exprimant BLIMP1 ont initialement été prises pour des
progéniteurs de la GS [72], cependant de nombreux travaux ont par la suite montré que
BLIMP1 marquait en fait les cellules différenciées de nombreux compartiments épidermiques
[80]. Plus récemment, le role des cellules exprimant le facteur de transcription GATA6 (GATA
Binding Protein 6) a été montré dans la maintenance et la différentiation de la ZJ, des canaux
sébacés et de la partie supérieure des GS [81,82].

Short-term tracing Long-term tracing

Stem cell

populations Markers CreER tracing
IFESC Itgo2™9", Itg1 o K14-CreER
IFE CP Inv, Lgré Inv-CreER

Lgr6-CreER
Ah-CreER

Homeostasis

Figure 8: Marqueurs des différentes populations souches du FPS. Les CS épithéliales expriment certains
marqueurs qui permettent de repérer ces cellules et de tracer leur progéniture en utilisant des souris
transgéniques CreER. IFESC : CS de I’EIF ; IFE CP : progéniteurs de I’EIF engagés dans la différentiation. Reproduit
de [70].
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2. Physiopathologie de I’acné.

Bien que 'acné soit une maladie extrémement fréquente, sa physiopathologie n’est que
partiellement comprise. Trois événements physiopathologiques ont été individualisés : (i) la
kératinisation de I'INF responsable de la comédogenése; (ii) I'hypersécrétion sébacée
favorisant la croissance de la bactérie Cutibacterium acnes (C.acnes), un germe normalement
commensal des FPS ; (iii) le passage a la pathogénicité du C.acnes entrainant de l'inflammation
et favorisant également la comédogene [2,64,83].

2.1. La comédogeneése.

Le comédon est la lésion élémentaire de I'acné a partir de laquelle les autres lésions
évolueraient (Figure 9) [2,4,5,15].

PATHOGENESIS OF ACNE
Epidermis
Sebaceous
lobule
Follicular
epithelium
Early comedo Later comedo Inflammatory papule/pustule Nodule/cyst
* Infundibulum ¢ Accumulation of shed keratin * Propionibacterium acnes ¢ Marked inflammation
— hyperkeratosis and sebum proliferation * Scarring
— T corneocyte cohesiveness * Formation of whorled lamellar * Sebaceous lobule regression
* Androgen stimulation concretions ¢ Mild inflammation
of sebum secretion © Comeocyte
Sebum
= P acnes

Figure 9 : Etapes de la pathogenése de I'acné. Les différentes étapes sont le micro-comédon (A), le comédon (B),
la papule ou pustule inflammatoire (C) et le nodule (D). Reproduit de [5].

Des travaux observationnels anciens ont montré que les comédons sont associés a une
hyperprolifération et a une différentiation anormale des kératinocytes infundibulaires, en
particulier ceux de la région inférieure de I'INF [84—-88]. Ainsi, le micro-comédon correspond
a un FPS ou I'INF présente un épaississement des parois du fait d'une prolifération
kératinocytaire augmentée. A cela s’ajoute une augmentation de la kératinisation entrainant
une rétention de I'hyperkératose au sein de ce FPS dilaté qui devient un comédon
cliniquement patent [4,15].

Différents facteurs ont été montrés comme pouvant influencer le processus de
comédogeneése.
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Le premier facteur est le déficit en vitamine A. En effet, I'hyperkératose folliculaire est un signe
clinique de déficit en vitamine A [89], et serait due a une métaplasie de I'épithélium
kératinisant de I'EIF au sein du FPS entrainant une alopécie et une atrophie sébacée [90]. Il a
été montré que les taux sériques et cutanés de rétinol (vitamine Al) étaient diminués chez
des patients acnéiques [91]. Or, les rétinoides utilisés en thérapeutique sont des dérivés de la
vitamine A et permettent donc de palier a ce déficit en vitamine A. L'isotrétinoine et les autres
rétinoides, agissent en activant les récepteurs RAR (Retinoic Acid Receptor), des facteurs de
transcription qui peuvent soit exercer leur activité apres hétérodimérisation avec les RXR
(Retinoid X Receptor), soit de maniére indépendante [92]. De facon intéressante il a été
démontré que la synthése endogéne d’acide rétinoique tout-trans survenait dans les canaux
sébacés, la ZJ et I'isthme [90,93], suggérant un role central de cette molécule dans la
régulation de ’homéostasie de cette région. Par ailleurs, les rétinoides entrainent I'expansion
du compartiment cellulaire exprimant LRIG1 au sein de la ZJ [71].

Les autres éléments susceptibles d’activer ou d’entretenir la comédogenese sont : certains
lipides du sébum avec une action comédogene, la prolifération de C.acnes, certains facteurs
inflammatoires tels que I'Interleukine 1 (IL1), I’'hyperandrogénie locale au sein du FPS, ainsi
gue la présence de xénobiotiques alimentaires et environnementaux [15]. Ces derniers sont,
en effet, impliqués dans la chloracné, ou le récepteur AHR est activé par certains ligands
xénobiotiques en particulier les dioxines, et entraine I'expression du cytochrome P450
(CYP1A1). La suractivation de ce récepteur conduit a une inhibition de la sébogenése au profit
d’une différentiation de type épidermoide comédonienne [30,94,95].

2.2. L’hypersécrétion sébacée.

Le fonctionnement des GS et la composition du sébum sont tres spécifiques a chaque espece
animale. Chez 'homme, les GS produisent du sébum qui est principalement composé de
triglycérides et d’acides gras libres, et en moindre quantité de squaléne, d’esters d’acides gras
et de cholestérol [16]. De nombreuses voies de signalisation sont impliquées dans
I’'homéostasie sébacée : les rétinoides, Wnt et BMP sont principalement des régulateurs
négatifs des sébocytes, tandis que SHH, cMyc et les androgénes peuvent déclencher ou
augmenter la sébogenése [96].

L’hypersécrétion sébacée est une condition favorisante, mais non obligatoire au
développement de I'acné [2]. La taille des GS au cours de I'acné est discutée, certains auteurs
rapportant des GS plus volumineuses [97], tandis que d’autres ont observé des GS atrophiques
[86]. Si la taille des GS est débattue, I'augmentation de la production de sébum, conduisant a
I’hyperséborrhée clinique, est démontrée [98], et correle avec la sévérité des manifestations
cliniques en fonction de I'age et du sexe [99]. Par ailleurs, la composition du sébum est
également modifiée [100]. Ainsi, le sébum des patients acnéiques contient moins d’acides gras
essentiels, particulierement d’acide linoléique, tandis qu’il est enrichi en acides gras mono-
insaturés, tel que I'acide oléique, et en lipoperoxides pro-inflammatoires, notamment en
peroxides de squaléne, qui contribuent a la formation des comédons en modulant la
prolifération et la différentiation des kératinocytes infundibulaires [101-105]. Par ailleurs, ce
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sébum altéré peut également supporter la croissance de C.acnes favorisant ainsi I'acné [106].
De fagon intéressante, le régime alimentaire influerait sur la composition du sébum et
I'alimentation occidentale favoriserait I'acné [107,108], ce qui permettrait de comprendre
certaines observations reliant I'alimentation a la survenue des Iésions acnéiques. De plus, le
tabagisme augmenterait la production de peroxides lipidiques [109].

Au cours de I'acné, le principal facteur expliquant 'augmentation de la sécrétion sébacée est
une stimulation augmentée de la glande par les androgenes. Cela survient d’'une part du fait
d’un pic d’androgénes circulants a l'initiation de la puberté dans les deux sexes [110-112].
D’autre part, les sébocytes sont également capables de synthétiser des hormones stéroides,
notamment des androgénes [113]. Les concentrations de testostérone et de 5-alpha
dihydrotestostérone (5aDHT) sont ainsi plus élevées dans des peaux acnéiques que dans des
peaux controles [114]. Par ailleurs, le Récepteur aux Androgénes (RA) est exprimé dans
certains sébocytes progéniteurs et en voie de maturation situés principalement a la partie
inférieure de la GS [115]. Or dans I'acné, on observe au niveau de la GS une augmentation de
la concentration des RA [116], et de l'activité de certaines enzymes du métabolisme des
androgenes telles que la 5-alpha réductase de type 1 [117], contribuant ainsi a augmenter la
sensibilité des GS aux androgenes circulants. Le principal r6le des androgénes au sein de la GS
est d’activer la prolifération des sébocytes [118], et la sébogenése mais si ce dernier point
reste discuté [119].

En plus de leur action inhibitrice sur la comédogenese, les rétinoides agissent également en
diminuant la prolifération et la production lipidique des sébocytes [120-122]. Par contre, de
petites doses de rétinoides endogenes seraient nécessaires pour promouvoir ’homéostasie
sébacée physiologique [64].

Par ailleurs, d’autres voies agissent sur la différentiation sébacée et contribuent a la
lipogenese, notamment les récepteurs PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) et
leurs ligands [123]. Les PPARs dimérisent avec les RXRs afin de réguler la transcription des
genes du métabolisme lipidique et ils sont eux-mémes activés par certains acides gras et
eicosanoides [124]. Les sébocytes humains expriment toutes les isoformes des PPARs, mais
on retrouve préférentiellement du PPARy dans les sébocytes en voie de maturation [125—
127]. Le traitement par un agoniste de PPARy entraine une augmentation de sébum [126],
tandis que I'invalidation chez la souris du gene PPARy détermine une atrophie sébacée et une
alopécie cicatricielle [128,129]. De fagon intéressante, PPARy se fixe a la f—caténine dans les
adipocytes différenciés afin de faciliter sa dégradation et d’inhiber la voie de signalisation
Wnt/B—caténine [130]. La perte de la signalisation de la f—caténine dans I'épiderme murin
conduit, en effet, a une hyperplasie sébacée, voire a la survenue de tumeurs sébacées
[131,132], tandis que l'activation aberrante de Wnt est responsable d’une perte des GS
[133,134].

Des données contradictoires existent sur la voie de signalisation de 'EGFR et ’homéostasie
sébacée. L’activation ectopique de cette voie induit une hyperprolifération sébacée et une
augmentation de la production de sébum in vivo chez la souris [135], tandis que le traitement
de GS humaines ex vivo par de I'EGF réduit la synthése de lipides [136] de méme que

20



Introduction

I'inhibition de 'EGFR dans des cellules sébacées humaines [137]. Ainsi, un essai clinique a
montré I'efficacité sur les lésions inflammatoires et non inflammatoires d’acné d’une
préparation topique a base d’EGF humain recombinant [138].

Les glucocorticoides peuvent également réguler la production de sébum, notamment en
induisant le facteur de transcription SREBP1 (Sterol Regulatory Element-Binding transcription
factor 1) [139]. On retrouve également une augmentation de I'expression des enzymes du
métabolisme du cortisol dans les lésions d’acné [113].

De méme, la voie de I'|GF1 (Insulin-like Growth Factor 1) est également clé dans la sébogeneése
comme le suggere la présence de ce facteur de croissance dans les sébocytes matures et les
cellules canalaires [140]. L'IGF1 stimule en effet la synthése de lipides [141], de méme que la
prolifération des kératinocytes [142], en induisant SREBP1 et les voies de signalisation des
MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) et de PI13K (Phospholnositide 3-kinase) [143] et en
induisant la phosphorylation et I'inactivation de FOXO, un régulateur négatif de I'adipogenése
[144,145]. Le taux d’IGF circulant est corrélé avec le nombre de lésions acnéiques et
I’"hyperséborrhée chez des patients acnéiques adultes [146—148]. Les patients ayant un déficit
congénital en IGF1 ne développent pas d’acné [149], tandis que des polymorphismes du
promoteur de I'lGF1 sont associés a une augmentation du risque d’acné [150,151]. Par
ailleurs, un régime alimentaire riche en glucides et en produits laitiers est associé a I'activation
d’IGF1 et de mTOR [152].

Enfin, le réle des neuropeptides apparait de plus en plus important. Les GS expriment en effet
de nombreux récepteurs pour des neuropeptides, tels que, la mélanocortine, la calcitonine,
le neuropeptide Y, le CRH, ou les B-endorphines [2]. Notamment impliquée dans la
prolifération et la différentiation des GS, la substance P subit un changement de son
métabolisme au cours de I'acné [153].

Si I'implication de ces différentes voies de signalisation semble avérée, les données de Ila
littérature ne permettent pas encore de comprendre quelle est leur hiérarchie, ni de
développer des thérapies ciblées. D’un point de vue thérapeutique, les rétinoides et les
cestrogenes entrainent une atrophie sébacée et une réduction de la production de sébum
[154]. Néanmoins, le mécanisme d’action sébostatique de l'isotrétinoine reste, a ce jour,
encore non élucidé et ne semble pas lié ces voies de signalisation [2].

2.3. Dysbiose et phénomeénes inflammatoires.

La survenue de phénomeénes inflammatoires est une part importante de la physiopathologie
de I'acné, certains auteurs supportant méme la these que cela serait le premier événement
physiopathologique survenant avant I’hyperkératinisation folliculaire. En effet, I'lL1 serait
activée autour des FPS sains avant le début des premieres lésions [155]. Néanmoins de
nombreux auteurs envisagent plutét l'inflammation comme un phénomene secondaire a
I’hyperkératinisation folliculaire et a la dysbiose.

La dysrégulation du microbiote a été mise en évidence dans |'acné, en particulier concernant
la bactérie C.acnes, auparavant appelée Propionibacterium acnes. Si la quantité de C.acnes
n’apparait pas forcément différente, les souches présentes sont différentes dans les peaux
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acnéiques par rapport a des peaux controles [156]. Certaines des souches de C.acnes sont en
effet fortement associées avec les |ésions d’acné [156] et modulent différemment la réponse
immunitaire innée [157]. Les kératinocytes et les sébocytes sont capables de reconnaitre
C.acnes a partir des récepteurs membranaires CD1, CD14 et des TLR (Toll-Like Receptor),
notamment le TLR2 [158-162]. La stimulation du TLR2 entraine la synthese d’IL1a et d’IL8 par
ces cellules [162,163], et il existe, par ailleurs, des différences d’expression du TLR2 dans les
Iésions d’acné [164]. Les antigenes de C.acnes entrainent ainsi une augmentation de synthése
de cytokines pro-inflammatoires, telles que I'IL8, I'lL1o et le TNFa, par les sébocytes in vitro
[165]. La stimulation par des cultures de C.acnes entraine la libération par les sébocytes ou les
cellules immunitaires recrutées d’IL1a, d’IL8, de GMCSF (Granulocyte—Macrophage Colony-
Stimulating Factor), d’IL17a et d’IFNy reflétant ainsi I'activation des voies Tyl et Ty17 [166—
170]. L'activation de la voie Nf-kB a été également retrouvée dans lI'acné entrainant
I'induction de I'lL1, IL8, IL10, et du TNFa. et le recrutement de polynucléaires neutrophiles et
de lymphocytes [171].

Au niveau des FPS, on observe I'expression de plusieurs molécules antibactériennes telles que
les peptides anti-microbiens (PAM) (psoriasine, B-défensines 1 et 2, cathélicidine, ...), ou bien
encore des acides gras mono-insaturés (acide oléique et 'acide laurique). Ces molécules sont
augmentées en cas d’acné et de présence de C.acnes afin d’augmenter les capacités de
défense immunitaire innée [2,158,165,172—-174]. Il est intéressant de réaliser que la
lipogenese peut donc étre activée par l'inflammation pilo-sébacée afin d’augmenter la
production d’acides gras a activité antibactérienne. Par ailleurs, on retrouve de nombreux
médiateurs lipidiques pro-inflammatoires augmentés dans I’acné, en particulier la
prostaglandine E2 synthétisée par les enzymes Cyclo-Oxygénase 1 et 2 (COX1 et COX2) qui
sont exprimées par les sébocytes [175]. L'expression de COX2 dans I'épiderme de souris
transgéniques conduit a une hyperplasie sébacée et une augmentation de la synthese de
sébum [176], soulignant le role possible de cette voie de signalisation dans I'acné. De la méme
maniere, le métabolisme sébacé des leukotriénes est modifié dans I'acné [175].

2.4. Facteurs hormonaux dans I’acné.

Le réle majeur des androgenes dans I'acné est démontré. D’une part, les premiers signes
d’acné surviennent quand le niveau sérique d’androgenes s’éleve a la puberté [110-112,177],
et d’autre part, les patients castrés ou résistants aux androgénes ne développent pas d’acné
[178,179] et les thérapies anti-androgénes améliorent I'acné [180]. Dans une étude de 2013,
plus de 50% de femmes adultes présentant de I'acné avaient un niveau statistiquement plus
élevé de déhydroépiandrostérone associé a des signes d’hyperandrogénie [181]. Par ailleurs,
I’étude d’une population de patients acnéiques a révélé des taux sanguins circulants plus
élevés d’androsténédione et de testostérone. Enfin, il a été montré que le risque de
développer une acné sévere était associé avec une homozygotie du gene CYP17 [182], qui
code pour le cytochrome P450C17A qui est impliqué dans la synthese des androgenes [183].
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Par ailleurs, chez les patients acnéiques masculins, le taux de 17a-hydroxyprogestérone était
également plus élevé et reflétait la sévérité de la maladie [184]. En effet, le taux de
progestérone est corrélé a la production de sébum [185,186].

Les cestrogenes peuvent réduire la quantité de sébum produite par les GS [187], ainsi que la
sévérité de I'acné [188]. Le mode d’action des cestrogénes sur le métabolisme sébacé est
encore incertain mais pourrait passer par une réduction du taux d’androgenes circulants
[189].

2.5. Facteurs génétiques dans I'acné.

Il existe un facteur génétique dans la survenue de I'acné [190,191]. La fréquence de la maladie
est plus élevée chez les enfants ayant un antécédent familial d’acné [8,36]. Cela a également
été démontré en étudiant la fréquence de la maladie au sein de paires de jumeaux ; celle-ci
est plus concordante entre des jumeaux monozygotiques que dizygotiques [192,193].
L’association de certains polymorphismes dans des genes liés a I'acné (IGF1, PPARy, IL1a et
IL6) a été étudiée mais les résultats n’ont pas été reproduits a large échelle [150,194,195].
Plusieurs études de GWAS (Genome-Wide Association Study) ont été réalisées dans
différentes populations et ont révélé I'existence d’une association entre I'acné et certaines
molécules ou voies de signalisation impliquées notamment dans le métabolisme des
androgenes, I'inflammation, le remodelage tissulaire ou bien encore les CS épidermiques
[192,196-199]. Ces études ont identifié différents loci contenant plusieurs genes : DDB2 et
SELL dans une étude de GWAS chinoise [196] ; OVOL1, FST et TGF32 impliqués dans la voie de
signalisation du TGFp (Transforming Growth Factor [3), ainsi que WNT10A, LGR6, SEMA4B,
LAMC2, FGF2 et SPECCIL, tous retrouvés dans deux tres larges études de GWAS anglaises
[197,198] ; et enfin deux plus petites études de GWAS ont suggéré |'association des genes
cMYC, PTPRU, PIK3R1 et DCC mais n‘ont pu démontré fermement leur significativité
[192,199].

Par ailleurs, I'acné est un élément clinique présent dans plusieurs syndromes ou maladies
génétiques, notamment le syndrome d’Apert lié a une mutation gain-de-fonction de FGFR2
(Fibroblast Growth Factor Receptor 2) [33,34], qui entraine une activation inappropriée de ce
récepteur du fait d’'une perte de spécificité pour son ligand [200]. A I'acné s’associent une
facio-craniosténose et des syndactylies. De maniere intéressante, les mutations de FGFR2 en
mosaique sont responsables du syndrome d’Apert localisé, correspondant a la survenue de
|ésions comédoniennes et inflammatoires suivant une disposition blashkoide (acné naevus)
[201,202]. Le traitement peut utiliser des anti-androgénes et des rétinoides [203,204],
suggérant un lien entre la signalisation du FGFR2 et ces voies de signalisation. Une des
isoformes du FGFR2, le FGFRIllb, est exprimée dans le FPS, et sa délétion dans la peau entraine
une atrophie pilo-sébacée [205,206]. Par ailleurs, le FGFRIlIIb coopére avec le RA afin de
promouvoir la prolifération de I’épithélium prostatique [207], et le traitement par un ligand
de FGFR2IlIb augmente la prolifération du FPS et, en particulier, de la GS [208].

Le syndrome Frank-ter Haar comporte également une acné conglobata ainsi qu’une
dysmorphie, des anomalies squelettiques et oculaires et un retard de croissance. Cette
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maladie est liée a une mutation autosomique récessive perte de fonction du gene SH3PXD2B
codant pour la protéine TKS4 [209], impliquée dans le remodelage de I'actine et la migration
cellulaire [210,211]. Le syndrome de Torg-Winchester et les maladies apparentées du spectre
« ostéolyse multicentrique, nodulose, arthropathie » (MONA) sont des maladies génétiques
rares associant de I’acné a une dysplasie squelettique et des arthropathies destructrices. Elles
sont liées a des mutations de MMP14 ou MMP2 conduisant a une baisse d’activité de MMP2
[212-214]. Aussi impliquée dans le remodelage de I'actine durant la migration cellulaire, la
protéine PSTPIP1 (proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 1) est mutée dans
le syndrome PAPA [215].

La dystrophie rétinienne progressive par déficit de transport du rétinol, aussi appelée
syndrome de dystrophie rétinienne-colobome de l'iris-acné comédogene est notamment
caractérisée par une acné comédonienne. Ce syndrome est di a une mutation perte de
fonction du géne RBP4 (Retinol-Binding Protein 4), résultant en une déficience en rétinol
[216,217].

Enfin, le syndrome des naevus comédonien, caractérisé par le développement d’hamartomes
épidermiques avec des comédons, est lié a une mutation gain de fonction dans le domaine
protéine kinase de la protéine NEK9, une protéine de régulation du cycle cellulaire [218]. La
mutation de NEK9 entraine une perturbation de la différentiation folliculaire avec
une expansion des cellules du bulge exprimant la kératine 15 qui viennent former des kystes
[218].

Les principaux acteurs impliqués dans la physiopathologie de I'acné sont présentés ci-dessous
(Figures 10 et 11).
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Figure 10 : Facteurs extrinséques et intrinséques concourant a la formation des lésions d’acné. Reproduit de
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Il1l. Roéle de GATAG6 dans la peau.

1. Le facteur de transcription GATAG.

Les protéines GATA sont une famille de facteurs de transcription a doigt de zinc qui sont tres
conservés au cours de ['évolution et sont impliqués dans le développement et Ia
différentiation des organismes eucaryotes. Chez les mammiféeres, la famille GATA se compose
de 6 membres divisés en 2 sous-groupes : GATA1/2/3 important principalement pour les
lignées hématopoiétiques, et GATA4/5/6 exprimés dans divers organes d’origine
endodermique et mésodermique [219,220]. Les 6 facteurs de transcription GATA possedent
deux structures en doigts de zinc de configuration Cys-X2-Cys-X17-Cys-X2-Cys qui
reconnaissent la séquence (A/T)GATA(A/G). Le doigt de zinc en C-terminal permet la liaison a
la séquence d’ADN cible de GATA, tandis que le doigt de zinc en N-terminal stabilise
I'interaction avec I’ADN en interagissant avec d’autres séquences [221,222].

Chez ’'homme, le géne codant pour la protéine GATA6 est situé sur le chromosome 18 [223].
La traduction de la protéine GATA6 peut étre initiée a partie de deux codons d’initiation [224].
Il peut donc exister deux isoformes de GATA6 : une isoforme longue (type L) de 595 acides
aminés (64 kDa) et une isoforme courte (type S) de 449 acides aminés (52 kDa). Les deux
isoformes possedent une activité transcriptionnelle qui peut étre différente, la forme longue
ayant plus d’activité que la forme courte [224,225].

L'activité de GATAG6 est essentielle aux stades précoces du développement embryonnaire.
L’invalidation complete du gene GATAG6 chez la souris entraine une |étalité embryonnaire au
stade E6.5 [226]. Son expression est détectée dans tous les blastomeres deés le stade
d’embryon de 8 cellules. A partir du stade 64 cellules, GATA6 devient responsable de
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I’établissement de 'endoderme primitif, tandis que NANOG détermine I'épiblaste [227-229].
L'expression ectopique de GATA6 dans des cellules embryonnaires de souris est suffisante
pour les différencier vers de I'’endoderme primitif [230-232]. Dans les souris invalidées pour
GATAG, l'échec de la différentiation de I'endoderme s’accompagne d’une réduction de
I’expression des genes cibles de GATA6 : GATA4, HNF3[3 et HNF4 [233].

GATAG est principalement exprimé dans les tissus d’origine mésodermique et endodermique,
de facon relativement paralléle a I'expression de GATA4. GATA6 agit de concert avec GATA4
pour déterminer la différenciation cardiaque et des tissus digestifs, en particulier du pancréas
et du foie. Par ailleurs, GATA6 permet la différentiation du systéme vasculaire artériel, des
voies urinaires, de la vessie et du poumon [223,233]. GATAG6 est nécessaire au développement
pancréatique [234], a la différentiation hépatique [235], ou bien encore a la maturation de
I’épithélium alvéolaire et a la morphogenése pulmonaire [236,237]. Par ailleurs,
I’haploinsuffisance de GATAG entraine une agénésie pancréatique et un diabéte néonatal chez
I’'humain [238], ou bien encore des malformations cardiaques [239].

GATAG interagit avec différents partenaires pour réguler la transcription, par exemple avec
p300 dans les cellules musculaires lisses [240], TTF1 dans I'épithélium respiratoire [241], ou
bien encore avec GATA4 [242], NFATc1 [243], HNFla et Spl [244]. Enfin, GATA6 a été montré
interagir avec PPARBP (PPAR Binding Protein) une protéine de la famille des PPAR [245].

2. Nouveaux roles de GATA6 dans la peau murine.

En plus de son rble au sein des CS hématopoiétiques et des lymphocytes T en voie de
maturation [220], GATA3 a longtemps été le seul facteur de transcription impliqué dans
I’'homéostasie cutanée. En effet, GATA3 avait initialement été identifié en tant que régulateur
clé de la détermination du lignage de la gaine pilaire interne [246]. La perte de GATA3 était
associée a un dysfonctionnement de la barriere cutanée et des anomalies de différentiation
dans I'EIF de souris [247]. Enfin, GATA3 est modulé dans différentes néoplasies cutanées
bénignes ou malignes [248], et dans le psoriasis [249].

Récemment, le facteur de transcription GATAG a été identifié dans I’épiderme murin au niveau
de la matrice pilaire durant les stades télogene et anagene, ainsi qu’au niveau de I'INF et de
I'EIF. En utilisant un modeéle murin invalidé pour le géne de GATAG6 dans la peau, cette équipe
a montré que GATAG6 était nécessaire pour permettre la transition de la phase télogene a
anagene. La perte de GATA6 entrainait, en effet, une diminution de la prolifération, I'induction
de dommages a I’ADN et de phénomeénes apoptotiques [250]. D’autres études, en particulier
des études utilisant des techniques de transcriptomique en cellule unique, ont permis de
mieux préciser I'expression de GATA6 dans le FPS murin. D’une part, il a été confirmé que
GATAG et ses cibles transcriptionnelles (KRT79, PLET1) sont exprimés a la partie basse du FP
de fagon tres transitoire au niveau de la couche « compagnon » au moment du début de la
phase anagene, c’est a dire avant que les lignages de la gaine folliculaire interne et de la tige
pilaire ne soient déterminés [251,252]. D’autre part, I'expression de GATAG6 a été retrouvée
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de facon permanente dans la partie supérieure du FPS au niveau de la partie inférieure
de I'INF, la ZJ, les canaux sébacés et la partie supérieure des GS (Figure 12) [81,82,253].
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Figure 12 : Expression de GATAG6 dans I'épiderme murin. (A) Analyse a I'échelle transcriptionnelle en cellule
unique, adapté de [253]. (B) Sections de peaux de souris montrant la fluorescence du rapporteur GATA6-tdTomato
et du Lipidtox (en haut), et des immunomarquages contre GATAG6 et I'ITGa6 (en bas), reproduit de [81].

Il a été montré que GATAG contréle la différentiation de ces régions du FPS supérieur, a la fois
durant I'embryogenése puisque les cellules GATA6 en sont des progéniteurs, puis durant la
vie adulte ou GATA6 maintient ces programmes de différentiation [81,82]. De facon tres
intéressante, les kératinocytes exprimant GATA®G, bien que déja engagés dans un programme
de différentiation, sont capables, en cas de plaie, de se dédifférencier, de migrer dans de
nouvelles niches, et d’acquérir la différentiation de la zone a régénérer, indiquant donc que
ces cellules ont une capacité de plasticité importante [81]. Par ailleurs, GATA6 agit au niveau
de la GS comme un suppresseur de tumeur en activant certaines voies de réparation de I’ADN
[82]. Enfin, la perte d’expression de GATA6 dans les cellules basales de I'épiderme a été
récemment associée chez la souris a la survenue de dilatations folliculaires et des canaux
sébacés qui se trouvent comblés par de la kératine, pouvant évoquer des micro-comédons
[254].
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L’acné est une maladie fréquente, parfois sévere, et qui impacte significativement la qualité
de vie des patients atteints. Les options thérapeutiques existantes, en particulier
I'isotrétinoine, sont efficaces mais sont associées a des effets secondaires qui compliquent la
prise en charge des patients. Ainsi, une meilleure connaissance de la physiopathologie de
cette maladie devrait nous permettre d’identifier de nouveaux acteurs moléculaires et voies
de signalisation afin de pouvoir proposer de nouvelles cibles thérapeutiques.

La physiopathologie de I'acné est multifactorielle et implique une altération de la prolifération
et de la différentiation des kératinocytes infundibulaires et des sébocytes, et une dysbiose
associée a la survenue d’un environnement pro-inflammatoire. Par ailleurs, si
I’hyperséborrhée est le phénomene le plus précoce, la premiére Iésion d’acné a se développer
est le micro-comédon, une lésion infra-clinique et non inflammatoire. Ainsi, comprendre quels
sont les facteurs qui entrainent la transformation d’un FPS normal en un micro-comédon est
essentiel afin d’enrayer I'aggravation des Iésions et la progression de la maladie. Jean-Hilaire
Saurat, dans sa théorie du « switch comédonien », propose que des CS localisées dans la ZJ ou
dans I'isthme, et capable de se différencier a la fois en cellules canalaires/infundibulaires et
en cellules sébacées, seraient impactées par un stimulus comédogénique. Cela entrainerait
une différentiation anormale expliquant a la fois I’"hyperkératinisation infundibulaire et le
dysmétabolisme sébacé [15].

Le facteur de transcription GATA6 a été identifié chez la souris dans des cellules de I'lFN, de |a
ZJ, des canaux sébacés et de la partie supérieure des GS [81]. Durant I'’embryogenése murine,
les cellules exprimant GATAG6 sont des progénitrices pour ces différentes régions du FPS [82],
tandis que durant la vie adulte GATA6 contréle leur différenciation [81]. Enfin, il existe une
boucle de régulation négative entre GATAG6 et le RA [81].

Notre hypothése est que les cellules exprimant GATAG6 pourraient étre les CS qui subiraient le
« switch comédonien ». Suite a I'augmentation des hormones sexuelles males au cours de la
puberté masculine et féminine [112], I'expression de GATA®G se trouverait diminuée du fait de
la boucle de rétrocontréle avec le RA, entrainant une différentiation anormale du
compartiment pilo-sébacé. Le but de ce travail de thése est donc d’étudier le role de GATA6
dans la régulation de I’'homéostasie de la partie supérieure du FPS et dans la physiopathologie
de I'acné chez ’'homme.
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I. Echantillons biologiques humains.

Les échantillons de peau saine ont été obtenus de patients subissant une intervention de
chirurgie esthétique. Les échantillons de peau acnéiques et/ou avec des comédons ont été
obtenus a partir de patients subissant une biopsie a visée diagnostique. Tous les échantillons
humains ont été recueillis apres information éclairée des patients et recueil de leur
consentement en accord avec les instances officielles des pays d’ou provenaient les
échantillons (Royaume-Uni, Allemagne et Japon).

Il. Plasmides.

L'ORF (Open Reading Frame) du gene GATA6 humain (séquence de référence NCBI
NM_005257.5) cloné dans un plasmide receveur pReceiver-MO02 a été acheté a GeneCopoeia
(Tebu-Bio). L'ORF de GATAG6 a ensuite été sous-clonée dans un vecteur lentiviral pCW57-GFP-
2A-MCS (donation de Adam Karpf ; plasmide Addgene # 71783). Les plasmides tet-pLKO-puro-
Scrambled et tet-pLKO-shGATA6-puro ont été donnés respectivement par Charles Rudin
(plasmide Addgene # 47541), et Kevin Janes (plasmide Addgene # 72615). Les plasmides de
packaging viral psPAX2 et pMD2.g ont été donnés par Didier Trono (plasmides Addgene #
12260 and # 12259 respectivement).

I1l. Culture cellulaire.

Les kératinocytes primaires humains (souche km) ont été isolés a partir d’EIF de prépuce
néonatal, et utilisés entre les passages 4 et 8. La lignée cellulaire SebEGE7 a été générée a
partir de sébocytes primaires humains obtenus par micro-dissection de GS de peau faciale
adulte, et immortalisés par transduction rétrovirale des génes E6 et E7 de I’'HPV 16 [255]. Les
kératinocytes km et les sébocytes SebE6E7 ont été cultivés sur une couche de cellules 3T3-J2
traités par de la mitomycine (« feeders ») dans un milieu comprenant 1 part de Ham’s F12
(Gibco), 3 parts de DMEM (Gibco), 10* M d’adénine (Gibco), 10% de sérum de veau foetal
(Gibco), 1% de pénicilline/streptomycine (Gibco), 1% de L-glutamine (Gibco), 1,8 mM de
chlorure de calcium (Sigma-Aldrich), 10 ng/ml d’EGF (Peprotech), 0,5 ug/ml d’hydrocortisone
(Sigma-Aldrich), 5 pg/ml d’insuline (Sigma-Aldrich) et 10° M d’entérotoxine cholérique
(Sigma-Aldrich) comme précédemment décrit [256]. Les cellules 3T3-J2 étaient cultivées dans
du milieu DMEM riche en glucose (Sigma-Aldrich) avec 10% de sérum bovin adulte et 1% de
pénicilline/streptomycine (Gibco) et traitées par 4 pg/ml de mitomycin (Sigma-Aldrich) afin
d’étre mitotiguement inactivées. Les cellules HEK-293 ont été achetées a I’ATCC et cultivées
dans le méme milieu que les 3T3-J2. L'absence de contamination par des mycoplasmes était
régulierement vérifiée.
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Sauf mention contraire, les expériences utilisant des kératinocytes km et des sébocytes
SebEGE7 ont été réalisées en I'absence de 3T3-J2. Pour ce faire, les cellules étaient
ensemencées sur des plaques recouvertes de 25 pg/ml de collagéne de queue de rat dilué
dans du PBS (BD Biosciences) et cultivées dans du milieu KSFM (Keratinocyte Serum-Free
Medium) supplémenté par 30 pg/ml d’extraits pituitaires bovins et de 0,15 ng/ml d’EGF
(Thermo Fisher Scientific).

Les expériences de vidéo-microscopie ont été réalisées en utilisant un IncuCyte Zoom (Essen
BioScience) placé dans un incubateur contrélé en température et en CO,.

Pour les expériences de différentiation induite par le sérum, les kératinocytes ont été cultivés
jusqu’a confluence dans du KSFM, puis traités par du KSFM contenant 10% de sérum de veau
foetal. Avant de commencer le test, les kératinocytes précédemment infectés par des
lentivirus ont été traités par 1 ug/ml Doxycycline (Dox) ou du solvant (PBS) pendant 16h.

Les tests de clonogénicité ont été réalisés en ensemengant 1000 cellules sur une couche de
« feeders » 3T3-J2 dans un puit de plaque 6 puits. Apres 12 jours, les « feeders » étaient
retirés, les colonies fixées par 4% de paraformaldéhyde (Sigma-Aldrich) pendant 10 min, puis
colorées par 1% de Bleu de Rhodanile (mélange 1:1 entre du Rhodamine B et du chlorure de
Nile Blue) (Sigma-Aldrich).

Les souches de C.acnes ont été cultivées en conditions anaérobies dans du milieu liquide RCM
(Reinforced Clostridial Medium) a 37°C pendant 5 jours. Les sébocytes ont été stimulés 16h
par différentes concentrations (densités optiques mesurées a 620 nm de 0,01, 0,1 et 1) de
C.acnes diluées dans du KSFM.

Afin de réaliser les organoides sébacés, des sébocytes SebEGE7 ont été resuspendus a 4°C dans
du Matrigel réduit en facteur de croissance (Corning) afin d’obtenir une densité de 0,1 millions
de cellules dans 25 pl dans 1 puit de plaque 24 puits. Les gouttelettes de Matrigel étaient
posées au centre du puits afin d’éviter qu’elles ne touchent les bords des puits. La
solidification du Matrigel a été obtenue aprées 30 min a 37°C. 500 pl de KSFM contenant 30
ug/ml d’extraits pituitaires bovins et 0,15 ng/ml d’EGF ont été rajoutés par puits. Le
lendemain, les traitements étaient débutés pour 6 jours et les milieux changés tous les 2 jours.
Apres 7 jours de culture, les organoides ont été récupérés pour analyse.

1V. Production de lentivirus et infection.

Des cellules HEK-293 ont été transfectées par le lentivecteur et les plasmides de « packaging »
psPAX2 et pMD2.g (ratio 5,5 :4 :1) en utilisant le réactif de transfection JetPrime (Polyplus
transfection) conformément aux instructions fournies. Les surnageants ont été collectés 48h
et 72h apres la transfection, filtrés a 0,45 um, concentrés en utilisant du Lenti-X Concentrator
(Clontech) et centrifugés a 1500 g pendant 45 min a 4°C.

Le plasmide pCW57-GFP-2A-GATAG6 a été utilisé pour produire des lentivirus GATA6, tandis
qgue le plasmide pCW57-GFP-2A-MCS a été utilisé pour produire des lentivirus contréle. Le
plasmide tet-pLKO-puro-Scrambled a été utilisé pour produire des lentivirus shSCR contréle,
et le plasmide pLKO shGATAG6 pour produire des lentivirus shGATA6.
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Les cellules ont été infectées avec des quantités adéquates de lentivirus dans du KSFM
contenant 5 pg/ml de polybréne (EMD Millipore). 2 jours apres I'infection, les cellules ont été
sélectionnées par 2 pug/ml de puromycine (Thermo Fisher Scientific) pendant 3 jours. Les
stocks cellulaires étaient maintenus sans Doxycycline (Sigma-Aldrich). Sauf mention contraire,
1 pug/ml de Doxycycline (diluée dans de I'eau stérile) était ajoutée au milieu de culture pour
induire I'expression des transgenes durant les expériences.

V.Traitements.

Afin d’induire la différentiation sébacée, des sébocytes SebE6E7 ont été traités par 1 uM de
troglitazone (TRO, agoniste de PPARY) (Sigma-Aldrich) avec ou sans 0,1 uM de LG100268 (LG,
agoniste de RXR) (Sigma-Aldrich) pendant 4 jours. Ou indiqué, des sébocytes SebE6E7 ont été
traités par 100 nM de 5aDHT (Sigma-Aldrich) et/ou 0,1 uM, 1 uM ou 5 uM d’acide rétinoique
tout-trans (AR) (Sigma-Aldrich) pendant 5 (pour les RT-qPCR et immunofluorescences) a 12
jours (pour les tests de clonogénicité). Pour les tests immunologiques, les cellules ont été
stimulées par 1 ug/ml de peptidoglycane (PGN) provenant de Staphylococcus aureus (Sigma-
Aldrich) pendant 72 h ou 1 U/ml d’IFNy humain recombinant (ThermoFisher Scientific)
pendant 72 h. Les organoides sébacés ont été traités par 25 uM de RepSox (inhibiteur du
récepteur de type | au TGF3/ALKS) (R&D Systems) ou 5 uM d’AR pendant 6 jours.

Tous les produits chimiques ont été dissous dans du DMSO stérile (Sigma-Aldrich) a I’exception
du 50DHT qui a été dissous dans du méthanol, et du PGN et IFNy dans de I'eau stérile. La
méme concentration de solvant a été utilisée comme condition controle des expériences
réalisées.

VI. Immunofluorescence.

Afin de réaliser les études par immunofluorescence des tissus, les prélevements de peau
ont été soit congelés dans du milieu OCT (Optimal Cutting Temperature) (Life Technologies) a
-80°C, soit fixés dans 10% de formaline neutre tamponnée (Sigma-Aldrich) a 4°C pendant 24h,
puis déshydratées et incluses en paraffine (Thermo Fisher Scientific). Dans le premier cas, des
sections de 10 um ont été coupées en utilisant un cryostat Thermo Cryostar Nx70 (Thermo
Fisher Scientific) et fixées pendant 10 min dans 4% de formaldéhyde. Dans le cas des
prélevements en paraffine, des sections de 8 um ont été coupées en utilisant un microtome
Microm HM355s (Thermo Fisher Scientific), chauffées a 60°C pendant une nuit, déparaffinées
et soumises a un démasquage antigénique dans une solution de 10 mM de citrate de sodium
pH 6.0 pendant 20 min a 95°C (Sigma-Aldrich).

Les sections OCT ou paraffine ont ensuite été perméabilisées et bloquées pendant 1h dans
une solution PB (0,5% de lait écrémé en poudre, 0,25% de gélatine de peau de poisson des
mers froides, 0,5% de Triton X-100, 20 mM d’HEPES, 0,9% de NaCl, pH 7.2 (Sigma-Aldrich)).
Les anticorps primaires ont été dilués dans de la solution PB (ou dans une solution de 10% de
sérum d’ane (Sigma-Aldrich) en cas de marquage de phosphoprotéines) et incubés pendant
une nuit a 4°C. Les sections ont été rincées avec du PBS (Sigma-Aldrich), puis marquées avec
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I’anticorps secondaire et 1 ug/ml de DAPI (Thermo Fisher Scientific) pendant 1h a température
ambiante, rincées avec du PBS et montées avec du milieu de montage Prolong Gold Antifade
Mountant (Thermo Fisher Scientific). Des sections OCT ont été utilisées pour toutes les figures
sauf pour la Figure 13B.

Afin de réaliser les études par immunofluorescence de cellules, celles-ci ont été cultivées sur
des lamelles dans des plaques 24 puits, ou dans des plaques 96 puits a fond de verre. En cas
de culture sur une couche de cellules 3T3-J2, celles-ci ont été retirées avant fixation. Les
cellules ont été fixées dans 4% de paraformaldehyde. Le protocole de marquage a ensuite été
réalisé en utilisant les mémes étapes et réactifs que pour les tissus.

Les anticorps primaires suivants ont été utilisés a la dilution indiquée : GATA6 (1/200%™, clone
D61E4, Cell Signalling 5851) ; ITGa6 (1/200%™¢, clone GoH3, eBioscience 14-0495-82) ; IVL
(1/200%™e, clone SY7, fait maison) ; FASN (1/100%™¢, Santa Cruz sc-48357) ; KRT7 (1/100%™e,
clone LK1K, Thermo Fisher Scientific MA1-90894) ; KRT14 (1/200%™¢, Covance SIG-3476-100) ;
PanKer (1/400°™¢, clone LP34, LSBio LS-C95318) ; LOR (1/200%™¢, Covance PRB145P) ; PLET1
(1/100%™e, clone 1D4, EMD Millipore MAB4416) ; P-SMAD2/3 (Phospho-SMAD2 (Ser465/467)
/ SMAD3 (Ser423/425)) (1/100™¢, clone D27F4, Cell Signaling 8828) ; KRT79 (1/100%™¢, Santa-
Cruz sc-243156) ; PPARy (1/100%™¢, clone E-8, Santa Cruz sc-7273) ; LRIG1 (1/50°™¢, R&D
Systems, MAB7498) ; SOX9 (1/100°™¢, R&D Systems, AF3075) ; BLIMP1 (1/100°™¢, clone 6DE,
eBioscience 14-5963-82) ; AR (1/100%™¢, clone AN1 15, Santa Cruz, sc-56824) ; KI67 (1/100%™e,
clone 8D5, Cell Signaling 9449). Les anticorps secondaires conjugués a I'Alexa Fluor
(ThermoFisher Scientific) ont été utilisés & 1/1000°™. Quand indiqué, des colorants ont été
incubés avec les anticorps secondaires : HCS LipidTOX Deep Red Neutral lipid stain (1/500%™¢,
Life Technologies) et Rhodamine Phalloidine (1/500°™, Life Technologies). Le test TUNEL a été
réalisé en suivant les instructions du kit In Situ Cell Death Detection TMR red (Roche).

Les images ont été acquises en utilisant un microscope confocal Nikon Al ou un systeme
d’imagerie Operetta (Perkin Elmer).

Pour réaliser les immunofluorescences d’organoides sébacés, ceux-ci ont été initialement
lavés deux fois dans du PBS glacés. Les gouttes de Matrigel ont ensuite été détachées en
utilisant le piston d’une seringue de 1 ml (VWR), puis transférées dans 0,5 ml de solution Cell
Recovery Solution (Corning) dans la glace. Les culots ont été resuspendus dans du DMEM a
4°C, et fixés dans 4% de paraformaldéhyde pendant 45 min dans la glace. Les organoides ont
ensuite été perméabilisés et bloqués pendant 1h dans de la solution PBO (1% de Triton X-100,
1% de DMSO, 1% de BSA and 5% de sérum d’ane dans du PBS (Sigma-Aldrich)). Les anticorps
primaires ont été incubés a 1/100™¢ dans de la solution PBO pendant la nuit & 4°C. Les lavages
et 'incubation avec les anticorps secondaires (dilués au 1/200°™¢) et le DAPI ont été réalisés
dans du PBS contenant 0,05% de BSA pendant 2h. Les images en « Z-stacks » ont été acquises
en utilisant un microscope confocal inversé « spinning disk » Nikon Eclipse Ti et un confocal
Leica TCS SP8 Leica.
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VIl. qRT-PCR.

L’ARN total a été isolé de cellules en culture en utilisant le kit Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen).
L’ARN total d’organoides sébacés a été isolé, apreés désagrégation des organoides dans 1X de
TrypLE Express Enzyme (Gibco) pendant 20 min a 37°C, en utilisant le kit Qiagen RNeasy Micro
Kit (Qiagen). Les ADN codants (cDNA) ont été synthétisés en utilisant le kit QuantiTect Reverse
Transcription kit (Qiagen). Les réactions de RT (reverse transcription), puis d’amplification par
gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) ont été réalisées avec un thermocycleur
CFX384 Real-Time System (Bio-Rad Laboratories) en utilisant le SYBR-Green Master Mix (Life
Technologies) et des amorces de qPCR désignées grace au logiciel Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Les valeurs obtenues
ont été normalisées a I'expression des « génes de ménage » (18s, GAPDH, RPL13, et/ou TBP)
en utilisant la méthode « CT ». Pour chaque échantillon, deux réplications techniques ont été
effectuées. Les séquences des amorces sont disponibles sur demande.

VIll. Cytométrie en flux.

Pour les analyses de cycle cellulaire, des sébocytes ont été fixés par de I’éthanol 70% dans la
glace pendant 30 min, puis rincés deux fois avec du PBS et traités avec 50 pl d’une solution de
RNAse A solution 100 pg/ml (Sigma-Aldrich) pendant 15 min a température ambiante. Les
cellules ont ensuite été filtrées sur un filtre de 70 um et incubées avec 200 pl d’'une solution
d’iodure de propidium a 50 pg/ml (Sigma-Aldrich) pendant 10 min a température ambiante.
Les analyses ont ensuite été réalisées avec un analyseur BD FACSCanto Il.

Pour la Figure 21E, les cellules ont été resuspendues dans de la solution de FACS (3% de sérum
de veau foetal et 1 mM d’EDTA dans du PBS) et bloquées par 5ul de Human TruStain FcX (Fc
Receptor Blocking Solution) (BioLegend) pendant 20 min a 4°C. Les anticorps primaires
suivants ont été dilués dans de la solution de FACS et incubés avec les cellules pendant 20 min
a 4°C: CD40 - APC/ Cy7 (1/50%™¢, clone 5C3, Biolegend, 334323); HLA-DR - Pacific Blue
(1/50%™e, clone LN3, Biolegend, 327016); CD274/PD-L1/B7-H1 - PE-Cy7 (1/50%™¢, clone MIH1,
eBioscience, 25-5983-41). Les cellules ont ensuite été rincées deux fois dans de la solution de
FACS et filtrées sur un filtre de 70 um. Pour les paramétrages de l'analyseur et la
compensation, des cellules non marquées ainsi que des billes CompBeads (BD Biosciences)
marquées par un seul anticorps ont été utilisées comme contréles. Les analyses ont ensuite
été réalisées avec un analyseur BD LSRFortessa.

Les données ont été analysées en utilisant le logiciel FlowlJo version 10.4 (FlowJo).

IX. Western blotting.

Pour I'analyse protéique des cytokines, les cellules ont été lysées dans 1X de solution RIPA
(Cell Signaling) supplémenté avec des inhibiteurs de protéases (Complete Protease Inhibitor
Cocktail) et de phosphatases (PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail) sur une roue pendant
1h a 4°C. Les surnageants ont été quantifiés en utilisant le kit BCA (Pierce), puis 300 mg de
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protéines totales ont été analysés un utilisant le kit Human Cytokine Array (R&D Systems). La
visualisation des membranes a été faite sur un ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad
Laboratories). L'analyse des images a été effectuée avec le logiciel Image Lab (Bio-Rad
Laboratories).

X. Analyse d’images.

Les images digitales acquises lors des expériences de microscopie a fluorescence ont été
traitées en utilisant les logiciels NIS elements Advanced Research (Nikon), Imagel
(https://imagej.nih.gov/ij/) et Harmony high content analysis software package (Perkin-
Elmer). Si nécessaire, la modification des images a été limitée a des changements de
luminosité et/ou de contraste et a été réalisée de maniére égale entre toutes les images, y
compris les contréles, d’'une méme expérience.

Pour les analyses d’'images, au moins 3 champs par échantillon ont été choisis au hasard et
guantifiés.

Pour mesurer le pourcentage de cellules positives, le logiciel NIS elements Advanced Research
a été utilisé : une projection de l'intensité maximale a d’abord été réalisée, puis une détection
des « spots » a permis de repérer les images de 10 um ou plus avec une intensité seuil de
DAPI. Le compte de ces objets positifs pour le DAPI a permis d’obtenir le nombre total de
cellules. Une approche similaire a été effectuée pour détecter les objets dans les autre
fluorescences (en utilisant un diamétre de 10 a 20 um en fonction de la localisation nucléaire
ou cytoplasmique de la protéine détectée respectivement). Les seuils d’intensité ont été
déterminés pour chacun des marquages, et conservés a I'identique pour toutes les conditions
d’'une méme expérience. Le pourcentage de cellules positives a été calculé en faisant le ratio
des cellules positives sur le nombre total de cellules.

Pour mesurer I'intensité des marquages, le logiciel Harmony high content analysis a été utilisé
avec des algorithmes d’analyse adaptés a chaque expérience. Brievement, le DAPI a été utilisé
pour localiser les noyaux, I'aire cytoplasmique a été déterminée comme un anneau de taille
constante autour de chaque noyau dans lequel la fluorescence moyenne de chaque marquage
a été calculée.

Pour les tests de clonogénicité, la détection automatique des colonies dans une plaque 6 puits
a été faite par un script Python. Brievement, les aires d’intérét ont été sélectionnées, puis un
seuil de détection a été choisi pour détecter les colonies et soustraire le bruit. Les colonies ont
ensuite été individualisées et leur taille et nombre mesurés. Le script est disponible sur
demande.

Pour les analyses a partir de I'IncuCyte Zoom, des images de contraste de phase ont été
enregistrées pour chaque champ toutes les heures (avec au moins 2 champs acquis par puits).
La confluence a été calculée comme le pourcentage de la surface occupée par les cellules tel
gue détecté par la fonction masque du logiciel IncuCyte Zoom (Essen Bioscience).

Pour I'analyse protéique des cytokines, I'intensité de chaque spot a été mesurée en utilisant
le logiciel Image Lab (Bio-Rad Laboratories). Le bruit de fond a été soustrait de chaque mesure,
et elles ont été normalisées par l'intensité des spots des controles positifs. Les données
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guantitatives ne sont présentées que pour les cibles atteignant une intensité supérieure au
bruit de fond.

Xl. Analyses computationnelles.

Les expériences d’analyse transcriptionnelle enregistrées dans GEO aux numéros GSE5379525
and GSE647524 ont été réanalysées en utilisant les logiciels NCBI GEO2R
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/), R (https://www.r-project.org) et IPA (Qiagen).

XIl. Statistiques.

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel Prism 7 software (GraphPad).
Aucune méthode de calcul préalable de la taille des échantillons n’a été effectuée. Sauf
mention contraire, au moins 3 réplications biologiques de chaque condition ont été effectuées
a partir d’au moins 2 expériences indépendantes et un test statistique adéquat a servi a
mesure la significativité des résultats. Si nécessaire, une normalisation des résultats a été
effectuée pour chaque expérience indépendante, et une méthode statistique a été utilisée
pour effectuer une correction en cas de comparaison multiple tel que recommandé par le
logiciel Prism7.
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I. GATAG est exprimé dans la partie supérieure
du FPS humain et son expression est
diminuée dans I’acné.

Afin de caractériser I'expression de GATA6 dans le FPS humain, plusieurs échantillons de peau
normale humaine adulte ont été analysés par immunofluorescence (Figures 13 et 14). Comme
attendu [81,82], GATAG était exprimé dans les cellules supra-basales de la partie inférieure de
I"INF, dans la ZJ, le canal sébacé et la partie supérieure de la GS. La co-marquage avec I'lTGa6
a permis de montrer qu’un faible pourcentage de cellules GATA6+ étaient en position basale
(Figure 13A).

GATAG était, par ailleurs, co-exprimé avec des marqueurs de différenciation de I'INF tels que
I'involucrine (IVL, également exprimée dans I'EIF) (Figure 13B) et la kératine (KRT) 79 (KRT79)
(Figure 13E). Le marqueur de la ZJ PLET1 était préférentiellement observé dans I'INF inférieur
et la ZJ ou il co-localisait avec GATA6 (Figure 13F). GATA6 n’était pas exprimé dans les
sébocytes matures riches en lipides (Figure 13G), cependant il était co-exprimé avec certains
marqueurs de différentiation sébacée tels que FASN (Fatty Acid synthase) (Figure 13C), la KRT7
(Figure 13D), PPARy (Figure 13H), et BLIMP1 (Figure 13I). Le RA était exprimé a la partie
inférieure de la GS a distance des cellules GATA6+ (Figure 13J), de maniére cohérente avec le
fait que GATAG6 et RA se répriment mutuellement [81].

Nous avons observé une corrélation forte entre I'expression de LRIG1 et de GATAG6 (Figure
13K), tandis que SOX9 était distribué dans toute le GS et seulement co-localisée avec GATA6
dans la partie supérieure de la GS (Figure 13L). La plupart des cellules GATA6+ était négative
pour KI67, indiquant une absence de prolifération (Figure 13M). Enfin GATA6 n’était pas
exprimé dans I'EIF, les glandes sudorales et la partie inférieure du FPS (Figure 13N-Q).

Nous avons ensuite analysé une biopsie de peau d’un patient qui présentait des dilatations de
I"INF. Tandis que GATAG était exprimé normalement dans les GS et les INF non dilatés, son
expression était diminuée dans les INF dilatés avec une paroi épaissie (Figure 14A). Par ailleurs,
I'expression de GATA6 était quasiment absente dans des biopsies cutanées de 4 patients
présentant de I'acné et/ou des comédons (Figure 14B). Afin de confirmer ces résultats, nous
avons réanalysé des données de « microarray » précédemment publiées comparant des
biopsies de patients acnéiques avec des biopsies en zone non-lésionnelle des mémes patients
ou des biopsies de patients controles [170,257]. Dans les deux études, I'expression de GATA6
était réduite dans les peaux acnéiques, cependant la différence n’était significative que dans
I’étude comportant le plus de patients (Figure 14C).
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Neto 5

Figure 13 : Caractrisation de I'expression de GATA6 au hiVeau de la partie supérieure du FPS humain.
Immunomarquage de GATAG6 et de ITGab (A, N-Q), IVL (B), FASN (C), KRT7 (D), KRT79 (E), PLET1 (F), LipidTox (G),
PPARy (H), BLIMP1 (1), RA (J), LRIG1 (K), SOX9 (L), KI67 (M). Les noyaux sont contre-colorés par du DAPI. En (A),
les images de droite sont des grossissements des zones encadrées dans les images de gauche. Les astérisques
jaunes indiquent les cellules basales GATA6+. En (J), les pointes de fléches jaunes indiquent les sébocytes RA+
GATA6-. De (N) a (Q), différents compartiments épidermiques sont représentés: EIF et INF (N), glandes
sudoripares (0), glandes sudoripares et INF inférieur (P), et FP inférieur (Q). (A-Q) Echelle : 100 um, sauf en (A)
image de droite : 25 um.
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Figure 14 : L’expression de GATAG est diminuée dans les Iésions d’acné. (A) Inmunomarquage de GATAG et de
de la KRT14 chez un patient présentant des GS normales (image de gauche), des INF non dilatés (image du milieu
droite) et des INF dilatés (image du milieu droite). Les images de droite sont des grossissements des zones
encadrées. (B) Sections de peau d'un volontaire sain (image de gauche) et de patients atteints d'acné et/ou de
comédons (images de droite) marqués par des anticorps contre GATA6 et pan-kératine (PanKer). (C) Expression
des transcrits GATA6 évaluée dans des lésions acnéiques et des peaux contrdles déterminée a partir des
expériences GEO GSE53795 et GSE6475. Les valeurs moyennes et individuelles sont présentées. (ns) non
significatif ; (***) p<0,0005 ; test t bilatéral non apparié. (A-B) Contre-coloration des noyaux au DAPI. Echelle :
100 um, sauf en (A) image de droite : 50 um.
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Ces résultats nous permettent de conclure que GATAG est un marqueur de la partie supérieure
du FPS humain et que son expression est réduite ou perdue dans les lésions d’acné
rétentionnelle.

Il. GATAG6 a un role anti-proliférant sur les
kératinocytes et les sébocytes.

La diminution d’expression de GATA6 dans les peaux acnéiques suggere que GATA6 pourrait
étre impliqué dans la physiologie et le fonctionnement de la partie supérieure du FPS chez
I’'homme. Afin d’étudier cela, nous avons cloné I'ORF du gene GATA6 humain dans un vecteur
lentiviral permettant d’induire I’expression de GATAG6 par de la doxycycline (Dox). Nous avons
ainsi surexprimé GATA6 dans des kératinocytes primaires d’EIF humain, qui sont
phénotypiquement et métaboliquement proches des kératinocytes de I'INF [258], ainsi que
dans une lignée de sébocytes humains immortalisés SebE6E7 qui ont la double potentialité de
se différencier a la fois en sébocytes matures et en kératinocytes de I'INF/Z) [255].

L'infection de kératinocytes primaires humains de I'EIF par des lentivirus GATA6 a permis
d’obtenir une expression de GATA6 a I'échelle transcriptionnelle de maniére dose-
dépendante (Figure 15A), et a I’échelle traductionnelle (Figure 15B).
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Figure 15 : Mise au point de I'expression de GATAG6 dans des kératinocytes primaires humains. (A) Effet dose-
réponse du traitement par la Dox sur I'expression du transcrit GATA6. Des kératinocytes infectés par un lentivirus
controle ou GATA6 ont été traités avec de la Dox aux concentrations indiquées pendant 48h. L'ARNm de la
protéine GATA6 a été quantifié par RT-qPCR. (B) Les kératinocytes ont été traités comme en (A) et les cellules
GATA6+ ont été quantifiées par immunofluorescence. (A-B) Sont présentées les valeurs moyennes et
individuelles provenant de deux (A) ou trois (B) expériences indépendantes. L'analyse statistique a été effectuée
a I'aide d’un test ANOVA unidirectionnel. (**) p<0,005 ; (***) p<0,0005 ; (****) p<0,00005.
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Figure 16 : Effets de GATAG sur la prolifération, la clonogénicité et I'apoptose. (A) Kératinocytes humains de
I’EIF exprimant un vecteur contréle ou GATA6 apres un traitement par 1ug/ml de Dox pendant 16h, marqués avec
un anticorps contre GATA et de la phalloidine. (B) Expression du transcrit KI67 dans des Iésions d'acné et des
peaux contréles déterminée a partir des expériences GEO GSE53795 et GSE6475. (C) Prolifération des
kératinocytes contréle ou GATA6 évaluée en % de confluence a I'aide d'un vidéomicroscope Incucyte (une image/h
pendant 48h). Les valeurs ont été normalisées par rapport au premier point de la condition contréle+Dox. (D)
Nombre de colonies (normalisé au nombre de colonies dans la condition contréle+Dox), aire des colonies et
images représentatives des colonies de kératinocytes surexprimant un vecteur contrdle ou GATA6. (E) Des

40



Résultats

sébocytes contréles ou GATAG ont été traités avec 1 ug/ml de Dox pendant 4 jours. Quantification et diagrammes
représentatifs du pourcentage de cellules en phase S aprés marquage par l'iodure de propidium, en comparaison
avec la condition Contréle+Dox. (F) Aire des colonie et images représentatives des cellules SebE6E7 contréles ou
GATAG. (G) Quantification de I'apoptose et images représentatives obtenues par un test TUNEL effectué sur des
sébocytes contréles ou GATAG. (A, G) Les noyaux sont marqués par le DAPI. Echelle : 50 um. (B-G) Les données
sont présentées sous forme de moyenne * SD (C) ou de valeurs individuelles (B, D-G) et proviennent de deux (F),
trois (C, G), quatre (D) ou cing (E) expériences indépendantes. Les analyses statistiques ont été effectuées par des
test t (B, D), de régression linéaire (C) ou ANOVA unidirectionnel (E-G). (ns) non significatif ; (*) p<0,05 ; (**¥*)
p<0,0005 ; (****) p< 0,00005.

La localisation correcte de GATAG6 au sein du noyau a été confirmée par immunomarquage
(Figure 16A). Comme attendu, les kératinocytes de I'EIF non infectés ou infectés par un
vecteur contréle n’exprimaient pas GATAG6 (Figures 15B et 16A).

Comme publié précédemment [87], les kératinocytes de I'INF sont hyperprolifératifs dans les
comédons. En effet, on observe une augmentation du transcrit KI67 dans des biopsies de
patients acnéiques (Figure 16B). En accord avec cela, nous avons observé une diminution de
la vitesse de croissance des kératinocytes exprimant GATAG6 par rapport a des kératinocytes
controles (Figure 16C), ainsi qu’une réduction du nombre et de la taille des colonies obtenues
par un test de clonogénicité (Figure 16D). La surexpression de GATA6 dans les sébocytes
SebE6E7 a montré des résultats similaires, en réduisant d’'une part le pourcentage de cellules
en phase S du cycle cellulaire (Figure 16E) et en réduisant d’autre part la clonogénicité (Figure
16F). Par ailleurs, I'expression de GATA6 n’était pas associée a une induction de I'apoptose
comme montré par le test TUNEL (Figure 16G). Ces résultats montrent que GATAG6 régule
négativement la prolifération des kératinocytes et des sébocytes.

I1l. GATAG6 est un régulateur de la
différentiation des kératinocytes et des
sébocytes.

Afin d’induire leur différentiation, nous avons traité les sébocytes SebE6E7 par un agoniste de
PPARYy (troglitazone, TRO), en présence ou non d’un agoniste de RXR (LG100268, LG). Comme
attendu [255], ces traitements ont induit a la fois des marqueurs de différenciation de I'INF/Z)
et de la GS (Figure 17A). Par ailleurs, la différentiation terminale des sébocytes a été obtenue
a la suite du traitement par TRO+LG, comme montré par le marquage de vacuoles lipides par
le LipidTOX (Figure 17B).
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Figure 17 : Mise au point de la différentiation des sébocytes SebE6E7. (A) Des sébocytes SebE6E7 ont été traités
par du DMSO (Véhicule), 1uM de TRO ou 1 uM de TRO + 0,1 uM de LG pendant 4 jours. L'expression des marqueurs
de la JZ/INF et de la GS a été évaluée par RT-gPCR et normalisée par rapport aux génes de ménage. Les données
sont présentées comme le log2 de la variation (FC, Fold Change) par rapport aux cellules traitées par le contréle.
(B) Des cellules, traitées comme en (A), ont été marquées avec du LipidTOX et comptées. Les noyaux sont contre-
marqués par du DAPI. Echelle : 50 um. (A-B) Les données sont représentées sous forme de moyenne (A) ou de
moyenne et valeurs individuelles (B) et proviennent de trois expériences indépendantes. Les analyses statistiques
ont été effectuées a l'aide d’un test t multiple (A) ou d’'une ANOVA unidirectionnelle (B). (ns) non significatif ; (*)
p<0,05; (**) p<0,005 ; (***) p<0,0005 ; (****) p<0,00005.

Dans les kératinocytes de I'EIF, I'expression de GATA6 a entrainé une diminution d’expression
des marqueurs de différentiation terminale de I'’EIF, I'lVL et la loricrine (LOR) (Figure 18A), sans
pour autant induire I'expression des marqueurs de la ZJ, tels que KRT79 et ATP6V1C2 (Figure
18B).

Cependant, lorsque la surexpression de GATAG6 a été réalisée dans les cellules SebE6E7,
plusieurs marqueurs de différentiation de I'INF, de la ZJ et des canaux sébacés, en particulier
KRT79, IVL et ATP6V1C2, et de la GS, notamment EMA (Epithelial Membrane Antigen), BLIMP1
et CRABP2 (Cellular Retinoic Acid Binding Protein 2), ont été induits (Figure 19A). GATA6 a
aussi induit I'expression de LRIG1 et de SOX9, marqueurs des CS de la ZJ et de la GS
respectivement (Figure 19A). Le traitement par TRO ou TRO+LG n’a pas eu d’action synergique
avec la surexpression de GATAG6 (Figure 19B), suggérant que GATAG est le principal effecteur
de ces traitements. Nous avons également vérifié que GATA6 entraine I'expression des
marqueurs canalaires et sébacés a I'échelle protéique en réalisant des immunomarquages
pour PLET1, KRT7 et SOX9 (Figure 19C-D).

Par ailleurs, I'expression de GATA6 dans les cellules SebE6E7 a conduit a I'induction de
plusieurs génes du métabolisme lipidique, tels que la squaléne epoxidase (SQLE), une enzyme
clé du métabolisme du squaléne, ainsi que plusieurs récepteurs de la super-famille des
récepteurs nucléaires (LXRB, RARa, RXRP, PPARa and PPARy) (Figure 19E) [259,260].
Néanmoins, le marquage par le LipidTOX a révélé une diminution du nombre de vacuoles
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lipidiques dans les sébocytes exprimant GATAG6 et traités par TRO+LG en comparaison aux
contréles (Figure 19F).

Ces observations permettent de penser que GATAG6 est un régulateur clé de ’homéostasie de
la Z) et de la GS chez ’'homme. GATAG régule en effet négativement la différentiation des
kératinocytes de I'EIF, mais n’est pas suffisant pour changer leur programme de
différentiation. Par contre, quand GATAG6 est exprimé dans les progéniteurs de la ZJ et de la
GS, il déclenche les phases initiales de la différentiation sébacée, tout en réprimant la
sébogeneése survenant dans les sébocytes complétement matures.
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Figure 18 : GATAG inhibe la différentiation kératinisante de V'EIF. (A) Kératinocytes primaires de I’EIF contréles
ou GATAG traités par 1 ug/ml de Dox pendant 5 jours puis analysés par immunofluorescence révélant I'expression
de IVL et LOR. Contre-coloration des noyaux par le DAPI. Des images représentatives et une quantification sont
présentés. (B) Des kératinocytes contréles ou GATA6 ont été traités avec 1 ug/ml de Dox pendant 16 heures, puis
induits a se différencier dans un sérum pendant 0, 1, 3 ou 5 jours. L'expression des marqueurs de la JZ/INF et de
la GS a été évaluée par RT-qPCR et normalisée par rapport aux génes de ménage. Les valeurs sont exprimées en
log2 FC par rapport aux valeurs a Oh. (A-B) Les données sont représentées sous forme de moyenne (B) ou de
moyenne avec les valeurs individuelles (A) et proviennent de deux (B) ou trois (A) expériences indépendantes. Les
analyses statistiques ont été effectuées a I'aide d’'une ANOVA unidirectionnelle (A) ou d’un test t multiple (B). (ns)
non significatif ; (*) p<0,05 ; (**) p<0,005 ; (***) p<0,0005 ; (****) p<0,00005.
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Figure 19 : GATAG6 régule la différentiation canalaire et sébacés des sébocytes. (A-F) Sébocytes SebE6E7
contréles ou GATAG traités avec 1 ug/ml de Dox pendant 4 (A, E) ou 5 (C, D) jours ; 1 ug/ml de Dox et du DMSO
(véhicule) ou 1uM de TRO ou 1 uM de TRO + 0,1 uM de LG (B) ; 1 ug/ml de Dox et du DMSO ou 1 uM de TRO + 0,1
uM de LG pendant 4 jours (F). (A, B, E) L'expression génique dans les sébocytes GATA6+Dox est représentée par
le log2 FC par rapport aux sébocytes Mock+Dox. L'expression des marqueurs de la JZ/INF et de la GS a été évaluée
par RT-qPCR et normalisée par rapport aux génes de ménage. (C, D) Images représentatives et quantification du
marquage de KRT7 et PLET1 (C) et de SOX9 et IVL (D). (F) Images représentatives et quantification du marquage
de LipidTOX. (C, D, F) Les noyaux sont marqués par le DAPI. Echelle : 50 um (F), 100 um (C, D). Les données sont
représentées sous forme de moyenne (A, B, E) ou de moyenne avec les valeurs individuelles (C, D, F) et proviennent
de deux (A, B), trois (C, D, F) ou cinq (E) expériences indépendantes. Les analyses statistiques ont été effectuées a
l'aide d'ANOVA unidirectionnelle (C, D, F) ou de t-tests multiples (A, B, E). (ns) non significatif ; (*) p<0,05 ; (**)
p<0,005 ; (***) p<0,0005 ; (****) p<0,00005.
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IV. GATAG6 joue un réle dans lI'effet
thérapeutique de I’acide rétinoique.

L'acide rétinoique a déja été démontré étre un inducteur de GATA6 dans des contextes non
cutanés [261,262], ainsi que dans I’épiderme de souris [81]. Afin d’explorer le lien entre I'acide
rétinoique et GATA6, nous avons traité des cellules SebE6E7 par des concentrations
croissantes d’acide rétinoique tout-trans (AR) et de la 50DHT et réalisé un test de
clonogénicité. Tandis que le 5aDHT a augmenté de maniere non significative la taille des
colonies, celle-ci était statistiquement réduite par les traitements avec 1 uM ou 5 uM d’AR,
phénocopiant ainsi les résultats obtenus en surexprimant GATAG6 (Figure 20A). A la dose de 5
UM d’AR, I'expression de GATAG était statistiquement augmentée, tandis que I'accumulation
de vacuoles lipidiques était réduite. Au contraire, dans les sébocytes traités par 50.DHT,
I’expression de GATAG était réduite et la quantité de lipides augmentée (Figure 20B).

Afin de tester si I'effet de I’AR sur les sébocytes pouvait étre médié par GATA6, nous avons
utilisé des vecteurs lentiviraux afin de permettre I'expression de shRNA ciblant GATA6
(shGATAG6) ou une séquence controle (shSCR) sous le contréle d’'un promoteur dépendant de
la doxycycline. Comme attendu, les sébocytes infectés par le shGATA6 présentaient une
diminution du transcrit de GATA6 apres traitement par I’AR (Figure 20C). Par ailleurs,
I'inhibition de GATAG6 a permis de partiellement compenser I'induction d’EMA et PLET1 et la
diminution de KRT17 et cMYC induites par I’AR (Figure 20D). La baisse de I’expression de
GATAG6 a également entrainé une augmentation de la production de lipides (Figure 20E), et
une correction partielle de la baisse de clonogénicité induite par I’AR (Figure 20F).

Ces résultats indiquent que GATAG joue un réle dans I'effet de I’AR sur la prolifération et la
différentiation des sébocytes.

Figure 20 (page suivante) : Le traitement par I’AR phénocopie la surexpression de GATAG6 dans les sébocytes.
(A) Aire des colonies formées par des sébocytes SebE6E7 cultivés en présence de véhicule ou de 100 nM de 5aDHT,
de 0,1 uM, 1 uM ou 5 uM d’AR. (B) Sébocytes traités pendant 5 jours avec le véhicule ou 100 nM de 5aDHT, 1 uM
ou 5 uM d’AR. Images représentatives et quantification de I'intensité du LipidTOX et du pourcentage de cellules
GATAG6+. Les valeurs sont exprimées par rapport a la condition contréle. (C) Inhibition de I'expression de GATA6
par les lentivirus shGATAG6. Les sébocytes ont été infectés par des lentivirus shSCR ou shGATAG et traités par 1
ug/ml de Dox en présence de 5uM d’AR ou de véhicule pendant 5 jours. La quantification par RT-gPCR de
I'expression de GATAG6 a été normalisée par rapport aux génes de ménage. Les valeurs sont exprimées par rapport
a la condition shSCR+Dox+véhicule. (D-F) L'inhibition de GATA6 par le shGATAG6 réduit les effets de I’AR sur les
sébocytes. Les cellules ont été traitées comme en (C). (D) Expression des transcrits de EMA, PLET1, KRT17 et cMYC.
(E) Quantification et images représentatives des marquages par le LipidTOX et I'anticorps anti-GATAG. Les valeurs
sont exprimées par rapport a la condition shSCR+Dox+véhicule. (F) Nombre et aire des colonies avec images
représentatives. (B, E). Les noyaux sont marqués par le DAPI. Echelle : 50 um. (A-F) Les données sont représentées
sous forme de moyenne avec les valeurs individuelles obtenues a partir de trois (A, B, E) ou quatre (C, D, F)
expériences indépendantes. L'analyse statistique a été effectuée par des ANOVA unidirectionnelles (A-F). (ns) non
significatif ; (*) p<0,05 ; (**) p<0,005 ; (***) p<0,0005 ; (****) p<0,00005.
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V.GATA6 module I’environnement
immunitaire de la partie supérieure du FPS.

La partie supérieure du FPS est une région immunologiquement active. En effet, les
kératinocytes canalaires et les sébocytes expriment des récepteurs pouvant reconnaitre des
antigenes de pathogenes tels que les récepteurs TLR2 et TLR4, sécretent des cytokines et des
peptides antimicrobiens (PAM), et sont capables d’interagir avec les cellules immunitaires
[258]. Comme discuté précédemment, I'activation de cascades pro-inflammatoires contribue
a la physiopathologie de I’'acné [2,64,83] et pourrait étre impliquée dans les stades précoces
de la maladie [155].

L’expression de GATAG est responsable d’une augmentation a I’échelle transcriptionnelle de
I'expression de TLR2 et TLR4, de plusieurs PAM, tels que la dermcidine (DCD) ou les [-
défensines 1 and 4 (BDEF1, BDEF4), ou bien encore de la cytokine anti-inflammatoire IL10 et
de I'adipokine IL6, tandis que I’expression de I'lL17 et de I'IL8 était réduite (Figure 21A).

Afin de mimer l'infection par C.acnes, nous avons traité des sébocytes exprimant GATA6 ou
un vecteur contréle par du peptidoglycanne (PGN), le principal composant des parois des
bactéries Gram+ reconnu par le récepteur TLR2. Le traitement par le PGN a entrainé une
réponse globalement similaire des sébocytes controles et GATA6. Cependant, GATA6 a
entrainé une baisse d’expression de I'IL8, et une augmentation modérée de I'lFNy, de I'lL4 et
du TLR4. GATAG a également augmenté I'expression de DCD tout en limitant la production de
S100A7 (Figure 21B).

Nous avons ensuite évalué I'expression des cytokines au niveau protéique dans des lysats de
cellules controles ou GATAG6 traitées par du PGN ou le véhicule. La plupart des cytokines
testées étaient exprimées a un tres faible niveau. Néanmoins la présence de GATA6 a entrainé
une augmentation notable de I'lL10 que ce soit en présence ou non du PGN (Figure 21C). Par
ailleurs, GATA6 a également augmenté la production d’IFNy et de SDF-1/CXCL12 en présence
de PGN (Figure 21C).

Nous avons ensuite testé I'effet du traitement par des bactéries C.acnes sur des sébocytes
contréles et GATAG. En présence de GATA6, nous avons constaté une augmentation de I'IL6,
de TSLP, TLR2, TLR4 et de la BDEF4 par rapport aux contréles. En paralléle, I'expression de
I'lL17 était réduite sous I'influence de GATAG6 (Figure 21D).

Afin d’évaluer la capacité des sébocytes a communiquer avec les cellules immunitaires, nous
avons testé I'impact de I'expression de GATAG6 sur des cellules SebE6E7 stimulées ou non par
I'IFNy. Indépendamment du traitement par I'lFNy, les sébocytes GATA6 exprimaient plus de
PD-L1, le principal ligand du récepteur immunosuppresseur PD1 [263]. L’'HLA-DR était réduit
dans les sébocytes GATAG6 traités par I'lFNy, tandis que son expression était discretement
augmentée en l'absence de traitement par I'IFNy. En parallele, le CD40 était non
significativement diminué dans les sébocytes GATAG traités par I'lFNy (Figure 21E).
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Figure 21 : Effets de GATAG sur le répertoire immunologique des sébocytes. (A) Des cellules SebE6E7 contréles
ou GATAG ont été traitées avec 1ug/ml de Dox pendant 3 a 4 jours. L'expression des cytokines et des PAM a été
évaluée par RT-qPCR et normalisée par rapport a l'expression des génes de ménage. Les valeurs sont exprimées
en log2 FC par rapport aux valeurs contréles. (B-E) Les sébocytes contréle ou GATA6 ont été traités avec 1 ug/ml
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de Dox pendant 3 jours. (B, C) L'effet de 1 ug/ml de PGN a été mesuré. (B) L'analyse a été effectuée comme en
(A). (C) L'expression des cytokines a été évaluée et quantifiée a l'aide de puces a cytokines. Les résultats sont
exprimés en log2 FC par rapport a la condition Contréle+Dox+véhicule pour les valeurs de GATA6+Dox+véhicule,
ou par rapport a Contréle +Dox+PGN pour les valeurs de GATA6+Dox+PGN. (D) Les sébocytes ont été co-traités
avec de la Dox et différentes concentrations de C.acnes (DO 0,01, 0,1 ou 1) pendant 16h. Les résultats sont
exprimés en log2 FC par rapport aux conditions Mock+Dox+C.acnes correspondantes. (E) Les sébocytes contréles
ou GATAG ont été traités avec 1 ug/ml de Dox et 1 U/ml d’IFNy humain recombinant pendant 3 jours. L'intensité
médiane du marquage de PD-L1, HLA-DR et CD40 a été analysée par cytométrie en flux. Les résultats sont
représentés sous forme de moyenne (B, D) ou moyennes + SD (A, C) ou avec des valeurs individuelles (E) et
proviennent de deux (C), quatre (B, D, E) ou huit (A) expériences indépendantes. Les analyses statistiques ont été
effectuées par des ANOVA unidirectionnelles (A, C, E) ou des test t (B, D). (ns) non significatif ; (*) p<0,05 ; (**)
p<0,005 ; (***) p<0,0005 ; (****) p<0,00005.

Enfin, nous avons retrouvé une induction forte de GATAG6 par le PGN et C.acnes suggérant que
I'expression de GATAG6 est un élément de la réponse de défense des sébocytes aux attaques
d’agents pathogenes (Figure 22A-B).

Nos résultats suggerent un nouveau réle pour GATA6 dans la régulation immunitaire de la
partie supérieure du FPS humain. D’une part, GATA6 entraine I'expression de molécules anti-
inflammatoires (IL10, PD-L1), et d’autre part il maintient I’expression des acteurs de la réponse
immunitaire (PAM, TLR, IFNY). En cas d’attaque bactérienne, son effet semble étre de limiter
les voies pro-inflammatoires de I'IL8 et I'lL17 et donc de juguler I'inflammation délétere
impliquée dans la physiopathologie de I'acné.
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Figure 22 : GATAG est induit par des antigénes bactériens dans les sébocytes. Des sébocytes SebE6E7 ont été
traités avec 1 ug/ml de PGN pendant 3 jours (A) ou par des cultures de C.acnes (DO 0,01, 0,1 ou 1) pendant 16
heures (B). (A-B) L'expression de GATAG6 a été évaluée par RT-gPCR et normalisée par rapport a I'expression des
genes de ménage. Les données sont représentées sous forme de moyennes et valeurs individuelles et ont été
obtenues a partir de quatre expériences indépendantes. Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide d’un
test t (A) ou d’un test ANOVA unidirectionnel (B). (****) p<0,00005.
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VI. Lavoie du TGFf} est activée par GATAG
pour inhiber la différentiation de I’EIF

Bien que les lignées cellulaires de sébocytes humains soient communément utilisées pour
étudier la biologie sébacée, ces dernieres ont des limites telles que I'incapacité de reproduire
I'architecture de la glande [264]. Pour cette raison, nous avons développé un modele
d’organoide sébacé en 3 dimensions (3D) afin de mieux reproduire I'architecture et
I’'homéostasie des GS [265]. Nous avons ensemencé les cellules SebE6E7 dans des spheres de
Matrigel dans un milieu basal supplémenté en EGF et extraits bovins pituitaires. Apres 24h,
des structures 3D de 2 a 3 cellules se sont formées (Figure 23A). Aprés 1 semaine en culture,
des organoides s’étaient développés avec des cellules en périphérie exprimant PLET1, un
marqueur de la ZJ et des canaux sébacés, et des cellules au centre exprimant I'enzyme du
métabolisme lipidique FASN (Figure 23A). Ainsi, ces organoides, bien que basiques,
permettaient de modeler I'organisation de la GS.

Nous avons ensuite décidé de comparer I'action de I’AR a celle du RepSox (un inhibiteur du
TGF qui cible ALKS) puisque le TGF[3 a également un réle dans la kératinisation de I'épiderme
[266]. Les organoides traités par I’AR étaient plus petits, et ceux traités par le RepSox plus
grands, que les organoides controles (Figure 23B). Comme attendu, le traitement par I’AR a
été responsable d’une induction des marqueurs canalaires et sébacés, tout en réprimant le
programme transcriptionnel de I'EIF. De maniere surprenante, le traitement par RepSox a
déclenché une importante induction de genes de différentiation de I'EIF et de la partie
supérieure de I'INF, tels que I'lVL, la TGM1 (Transglutaminase 1) et SBSN (Suprabasin) (Figure
23C). Nous avons ensuite comparé des organoides formés a partir de cellules SebE6GE7
surexprimant les vecteurs GATA6 ou shGATA6 a des organoides contrdles surexprimant des
vecteurs controles. Comme attendu, les organoides GATA6 étaient transcriptionnellement
proches des organoides traités par I’AR, tandis que les organoides shGATA6 ressemblaient aux
organoides traités par le RepSox (Figure 23D). Ces résultats suggéraient que l'inhibition de
GATA6 phénocopiait I'inhibition du TGFB. Afin de tester cette hypothése, nous avons
surexprimé GATA6 ou shGATA6 dans des organoides traités par du RepSox. En comparaison
avec les organoides contréles traités par le RepSox, I'expression de GATA6 a conduit a une
inhibition de la signature transcriptionnelle de I’EIF induite par le RepSox et a une
augmentation des marqueurs canalaires et sébacés. A I'opposé, l'inhibition de GATA6 a
accentué I'expression des genes liés a la différentiation de I'EIF (Figure 23E). La réalisation
d’'un immunomarquage de PLET1 a mis en évidence les similitudes entre les organoides
exprimant le sShGATAG et ceux traités par le RepSox. En comparaison avec les controles, ils
étaient plus grands, et présentaient une désorganisation architecturale importante avec une
ballonisation des membranes, et une augmentation de I'expression de I'IVL traduisant un
phénotype de I'EIF (Figure 23F). Au contraire, les organoides GATAG6 exprimaient plus de PLET1
et de CK7 (Figure 23F-G).
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Figure 23 : Mise au point et analyse des organoides sébacés. (A, B). Image des organoides SebEGE7 en
microscopie visible et a fluorescence. (A) Des organoide sébacés non traités ont été marqués pour PLET1 et FASN
avec un contre-marquage nucléaire par le DAPI. (B)Des organoides ont été traités avec du DMSO (véhicule), 5 uM
d’AR ou 25 uM de RepSox pendant 6 jours. (C) Des organoides sébacés ont été cultivés comme en (B) et analysés
par RT-gPCR. Les valeurs ont été normalisées par rapport aux génes de ménage et sont présentées sous forme de
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log2 FC par rapport au contréle. (D) Des organoides sébacés ont été développés a partir de sébocytes SebE6E7
exprimant un vecteur contréle, GATA6, shSCR ou shGATAG et ont été cultivés pendant 7 jours en présence de 1
ug/ml de Dox. L'analyse a été effectuée comme en (C) et les valeurs sont représentées sous forme de log2 FC par
rapport aux conditions contréle ou shSCR. (E) Des organoides sébacés ont été cultivés comme en (D) en présence
de 25 uM de RepSox. L'analyse a été effectuée comme en (D) et les valeurs sont représentées sous forme de log2
FC par rapport aux conditions Mock+Dox+RepSox ou shSCR+Dox+RepSox. (F-G) Les cellules ont été traitées comme
en (D) et (E). Images représentatives pour les marquages GATA6 et PLET1 (F) ou IVL et KRT7 (G). (H) Des sébocytes
contréles ou GATAG6 ont été traités avec 1 ug/ml de Dox pendant 5 jours, puis I'expression de P-SMAD2/3 a été
quantifiée par immunofluorescence. (1) Section de peau humaine normale marquée pour PPARy et P-SMAD2/3.
(A-B, F-I) Les noyaux sont marqués par le DAPI. Echelle : 10 um (F-G), 25 um (A-B), 100 um (H) et 200 um (1). (C-E,
H) Les données sont représentées par les moyennes (C-E) ou les moyennes avec les valeurs individuelles (H) et
proviennent de deux (H), trois (D-E) ou cing (C) expériences indépendantes. Les analyses statistiques ont été
effectuées par des ANOVA unidirectionnelles (C-E) ou un test t (H). (ns) non significatif ; (*) p<0,05 ; (**) p<0,005
; (¥**) p<0,0005 ; (****) p<0,00005.

En parallele, nous avons observé une augmentation de I'expression de la forme phosphorylée
de SMAD2/3 dans des cellules SebE6E7 surexprimant GATAG6 (Figure 23F), reflétant I'activation
de la voie de signalisation du TGFf. De plus, un immuno-marquage de peau humaine adulte
normale a montré que la forme phosphorylée de SMAD2/3 était exprimée dans les cellules
supra-basales de I'INF ol GATAG6 est également exprimé. Enfin, I'analyse de « microarrays »
précédemment publiés a montré que la voie du TGF[3 était inhibée dans la peau acnéique
(Figure 24A-B).

A GSE53795
WV Figure 24 : La voie de signalisation du TGFJ est
@F modulée dans I'acné. (A-B) L'expression des
- 7 dae i adie ol T . o (s
G transcrits liés a la signalisation du TGFf a été
Cimer]

évaluée dans des lésions d'acné et des peaux
contréles & partir des données des puces
GSE53795 (A) et GSE6475 (B). Les transcrits
significativement modifiés (p<0,05) sont codés
en couleur (vert : FC négatif ; rouge : FC positif)

et reportés sur la voie du TGF selon le graphique
KEGG obtenu par Pathview.

B GSE6475
JERT) 1o
1 0 1
OO
Z7 N I e e et
-m D
Tonwenginm funces.
v SEERe T e

o
ONA.
~ »@:ﬁ@&m’ =

e ot(T) =+ LTI o

52



Discussion

Ce travail démontre que GATAG6 contrdle plusieurs processus physiologiques contribuant a
I'hnoméostasie de la partie supérieure du FPS humain et que son expression est nettement
réduite dans la peau acnéique. GATAG contréle la différenciation canalaire et sébacée mais
limite également la prolifération cellulaire et la production de lipides diminuant
I'hyperséborrhée. Il oriente également les sébocytes vers un phénotype anti-inflammatoire.
Enfin, nos résultats suggerent que GATAG6 pourrait empécher la formation de comédons en
réprimant la différentiation kératinisante de I'EIF via I'activation de la voie de signalisation du
TGFp.

L'acné est une maladie qui survient chez les adolescents au début de la puberté. Il existe un
lien épidémiologique clair entre les androgenes et I'acné [2]. Bien que les cestrogenes
conferent une protection contre I'acné, comme le démontre I'effet thérapeutique des pilules
contraceptives orales ocestro-progestatives [267], les patients atteints d'acné présentent
fréequemment des signes cliniques d'hyperandrogénisme et une augmentation des taux
sériques et cutanés de testostérone et des androgénes associés comme la
déhydroépiandrostérone [114,181,268]. L'acné survient également chez une majorité de
femmes souffrant du syndrome des ovaires polykystiques, qui est lié a un exces
d'androgénes [269]. De plus, le 5aDHT, le métabolite périphérique de la testostérone,
augmente la prolifération des sébocytes et la production de lipides par liaison aux récepteurs
androgéniques présents a la surface des sébocytes [270].

De fagon intéressante, GATAG6, en coopération avec GATA4 et Spl, module I'expression du
cytochrome P450c17, impliqué dans le métabolisme de la testostérone [271]. Alors que
I'expression de GATAG est limitée a la partie supérieure de la GS, les RA sont exprimés dans la
partie inférieure de la glande chez la souris et dans la peau humaine (Figure 13J et [81]). Il a
précédemment été montré que GATAG réprime directement |'expression du gene RA dans la
peau de souris et que les RA sont induits par 'inactivation de GATAG6 [81]. Il existe donc une
boucle d'autorégulation négative entre GATAG6 et les RA, définissant deux compartiments
distincts dans la GS. Au début de la puberté, I"'augmentation temporaire de la voie de
signalisation des androgenes explique donc la diminution de GATA6 observée au cours de
I'acné (Figure 14 B-C).

GATAG contréle un réseau de genes impliqués dans I'homéostasie de I'INF, de la ZJ et de la GS,
tels que la KRT79 et le PPARy chez la souris et dans la peau humaine (Figure 19A et [81,272]).
Par conséquent, il est attendu que les cibles en aval de GATA6 soient moins exprimées en cas
d'acné puisque GATAG est lui-méme diminué. Or, en effet, il a été montré que I'expression de
la KRT79 est perdue dans des biopsies de comédons prélevées chez des patients atteints
d'acné [273]. Par contre, I'expression de la KRT17, une autre kératine infundibulaire qui est
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régulée négativement par GATAG6 dans nos expériences (Figure 19A), est maintenue dans les
comédons d'acné [273]. Etant donné son role inducteur sur la sébogenése, PPARy a été
impliqué dans la pathogenese de I'acné [126]. Cependant, PPARy et deux de ses genes cibles
sont moins exprimés dans les GS de patients acnéiques par rapport a des peaux saines [274],
conformément a nos données qui montrent que I'expression de PPARy correle a celle de
GATAG. Ces résultats appuient donc notre observation d'une régulation négative de GATA6
durant I'acné. Le traitement par des rétinoides exogenes permet de compenser la diminution
de la synthese endogene folliculaire observée au cours de I'acné et permet de restaurer au
moins en partie I'expression de GATAG et de ses genes cible (Figure 20).

Les sébocytes et les kératinocytes canalaires participent activement a la signalisation
immunitaire de la partie supérieure du FPS [275-277]. Comme nous |'avons montré (Figure
21), GATA6 augmente I'expression des acteurs de la réponse immunitaire innée, tels que TLR2,
TR4, IL6, IFNy et certains PAM. D'autre part, GATA6 augmente I'expression des molécules
immunosuppressives telles que I'lL10 et le PD-L1, tandis qu’il réduit I'expression de I'lL17 et
de I'IL8, principaux médiateurs pro-inflammatoire dans I'acné [170,257]. Par ailleurs, des
données récentes suggerent que la régulation immunitaire a la suite d'une infection a C.acnes
pourrait étre plus complexe que précédemment envisagé [161,162,278]. Il sera ainsi
intéressant a I'avenir d'explorer comment les cellules exprimant GATA6 interagissent avec les
autres composants du systeme immunitaire, notamment les cellules de I'immunité innée et
adaptative. L'activation des voies de signalisation immunitaire peut étre une réaction a double
tranchant, nécessaire pour éliminer les pathogenes, mais nuisible lorsqu'elle est trop
soutenue ou incontrolée. Des données récentes soulignent que la persistance de
I'inflammation dans les lésions acnéiques est en effet liée a des Iésions prolongées, a la
formation de cicatrices, et al’atrophie des GS [279]. Cela suggere que la suractivation
immunitaire est nuisible dans I'acné et confirme que des traitements anti-inflammatoires sont
nécessaires.

GATAG régule positivement la différentiation canalaire et sébacé. Par ailleurs, nous avons mis
en évidence que GATAG6 a également un réle en inhibant la différentiation de I'EIF, notamment
au sein de I'INF. Prévenir la survenue d’une différentiation kératinisante au sein de I'INF et le
maintenir peu proliférant, est en effet nécessaire afin d’empécher I'occlusion folliculaire. Nous
avons montré que l'activation de la voie de signalisation du TGF3 a un role clé dans ce
processus (Figure 23) en utilisant un modele d’organoides sébacés traités par du RepSox, un
inhibiteur du TGFBRI qui bloque les trois principales voies de la super-famille du
TGFp : activin, BMP et TGF[3 [280].

Le role de la super-famille du TGFf dans le contréle du comportement des CS folliculaires
[281] et des fibroblastes dermiques [282] a été largement analysé. Cependant, peu d'études
ont envisagé un role possible de la signalisation du TGF[3 dans la partie supérieure du FPS.
L'inhibition réversible de la signalisation du TGF(3 dans les cellules exprimant le TGF33 (lignées
folliculaires et cellules épidermiques suprabasales) de la peau de souris entraine des défauts
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des FP, ainsi qu'une différenciation épithéliale aberrante dans la partie supérieure du FP, en
particulier des kystes infundibulaires exprimant I'IVL et la filaggrine et contenant des lipides
marqués par la coloration Qil-Red-O. De plus, dans ce modele, la prolifération des
kératinocytes isthmiques était augmentée et I'expression de LRIG1 était perdue [283]. Une
dilatation de I'INF et la formation de kystes dermiques kératinisants a également été observée
dans un modéle murin de « knock-out » de SMAD4 dans les cellules exprimant la KRT5 [284].
Plusieurs rapports indiquent que la perte du TGFB déclenche I'hyperprolifération des
kératinocytes et peut participer a l'initiation de tumeurs [285-287]. Cela corrobore nos
conclusions selon lesquelles GATA6 diminue la différenciation et la prolifération de I'EIF en
activant la signalisation du TGF3. De maniére intéressante, '’AR induit une augmentation du
TGFB2 dans la papille dermique, ce qui pourrait expliquer la perte de cheveux associée au
traitement rétinoide [288].

Une étude de GWAS comparant des cas d'acné séveres a des individus sains a identifié trois
nouvelles cibles génétiques potentielles impliquées dans la voie du TGFf3 [198]. L'expression
de deux de ces génes a été retrouvée significativement réduite dans des échantillons d'acné
[198], validant notre propre observation d'une régulation négative de la voie du TGFP dans
I'acné. Enfin, nous avons montré que I'expression de GATA6 conduisait a une augmentation
de P-SMAD2/3, marqueur de I'activation de la signalisation par le TGFf, I'activine ou nodal
[280]. Ainsi, I'acné est I'un des principaux effets secondaires du bimagrumab, un anticorps
monoclonal ciblant le récepteur de I'activine ACVRIIB [289].
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Conclusion

L’acné est la dermatose inflammatoire chronique la plus fréquente. Le siege de la maladie est
la partie supérieure du follicule pilo-sébacé, constituée de canaux (infundibulum, zone
jonctionnelle, canaux sébacés) et des glandes sébacées. Cette maladie altére significativement
la qualité de vie des patients atteints et génere des co(its de santé directs et indirects non
négligeables. Malgré cela, les mécanismes physiopathologiques impliqués restent encore
partiellement méconnus.

Ce travail de these a permis d’identifier le facteur de transcription GATA6 comme un
régulateur essentiel de la partie supérieure du follicule pilo-sébacé humain. Il est exprimé au
niveau de l'infundibulum, de la zone jonctionnelle, des canaux sébacés et de la partie
supérieure des glandes sébacées. Son expression est diminuée dans des biopsies de patients
atteints d’acné, tant au niveau transcriptionnel, que traductionnel.

L'utilisation de cultures primaires de kératinocytes humains nous a permis de déterminer que
GATAG controle la prolifération et la différentiation des kératinocytes infundibulaires, afin de
prévenir I’hyperkératinisation responsable de la formation du comédon, le premier
événement pathologique survenant au cours de I'acné. Par ailleurs, I'expression de GATA6
dans des sébocytes humains immortalisés induit un programme de différentiation canalaire
et sébacé tout en limitant la production de lipides et la prolifération cellulaire. GATA6 module
également le répertoire immunologique des sébocytes en augmentant la synthése de PDL-1
et d’IL10 et en modifiant leur réponse a la bactérie Cutibacterium acnes. GATA6 contribue a
I'effet thérapeutique de I'acide rétinoique, le principal traitement de I'acné. Enfin, la mise au
point d’'un modele d’organoide sébacé nous a permis de montrer que l'inhibition de la
différentiation infundibulaire kératinisante déterminée par GATA6 est dépendante de
I'induction de la voie de signalisation du TGFf, ouvrant ainsi de nouvelles pistes de recherche
et options thérapeutiques.

En conclusion, GATAG6 est un régulateur clé de ’lhoméostasie du follicule pilo-sébacé et sa

perte contribue a la survenue des évenements pathologiques au cours de I'acné, tandis que
son induction par |'acide rétinoique participe a la résolution de la maladie.
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ROLE DE GATA6 DANS L’HOMEOSTASIE DE LA PARTIE SUPERIEURE DU FOLLICULE PILO-
SEBACE HUMAIN ET DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ACNE

RESUME : Bien que l'acné soit la dermatose inflammatoire la plus fréquente, sa
physiopathologie demeure partiellement méconnue. Le siege de la maladie est la partie
supérieure du follicule pilo-sébacé, constituée de canaux (infundibulum, zone jonctionnelle,
canaux sébacés) et des glandes sébacées. GATA6 est exprimé dans la partie supérieure du
follicule pilo-sébacé et son expression est diminuée dans I'acné. GATA6 contréle la
prolifération et la différentiation des kératinocytes infundibulaires, afin de prévenir
I’hyperkératinisation responsable de la formation du comédon, le premier événement
pathologique survenant au cours de I'acné. L'expression de GATA6 dans des sébocytes
humains immortalisés induit un programme de différentiation canalaire et sébacé tout en
limitant la sébogenese et la prolifération cellulaire. GATA6 module le répertoire
immunologique des sébocytes en augmentant la synthese de PD-L1 et d’IL10 et en modifiant
leur réponse a Cutibacterium acnes. GATA6 contribue a I'effet thérapeutique de I'acide
rétinoique, le principal traitement de I'acné. Dans un modele d’organoide sébacé 3D,
I'inhibition de la différentiation infundibulaire déterminée par GATA6 est dépendante de
I'induction de la voie de signalisation du TGFf. En conclusion, GATAG6 est un régulateur clé
de I’homéostasie du follicule pilo-sébacé et sa perte contribue a la pathogenéese de I'acné.

MOTS CLES : Acné ; GATAG ; glande sébacée ; zone jonctionnelle ; infundibulum ; acide
rétinoique ; voie de signalisation du TGFf3

ROLE OF GATA6 IN THE MAINTENANCE OF THE UPPER PILO-SEBACEOUS UNIT AND IN
ACNE PATHOGENESIS IN HUMAN SKIN

ABSTRACT: Although acne vulgaris is the most common human inflammatory skin disease,
its pathogenic mechanisms remain incompletely understood. It is a disease of the upper
part of the pilo-sebaceous unit which is made of ducts (infundibulum, junctional zone,
sebaceous ducts) and of sebaceous glands. GATAG is expressed in the upper pilosebaceous
unit of normal human skin and is down regulated in acne. GATA6 controls keratinocyte
proliferation and differentiation to prevent the hyperkeratinisation of the epidermal
infundibulum, which is the primary pathological event in acne. When overexpressed in
immortalised human sebocytes, GATA6 triggers a junctional zone and sebaceous
differentiation program whilst limiting lipid production and cell proliferation. It modulates
the immunological repertoire of sebocytes, upregulating PD-L1 and IL10, and controlling
their ability to respond to Cutibacterium acnes. GATA6 expression contributes to the
therapeutic effect of retinoic acid, the main treatment for acne. In a human 3D sebaceous
organoid model, GATA6-mediated down-regulation of the infundibular differentiation
program is mediated by induction of TGFJ signalling. We conclude that GATAG is a key
regulator of homeostasis in the upper pilosebaceous unit and an actionable target in the
treatment of acne.

KEYWORDS: Acne; GATAG; sebaceous gland; junctional zone; infundibulum; retinoic acid;
TGFp pathway
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