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L’acné est une maladie inflammatoire commune, qui atteint 85 % de la population

agée de 11 a 30 ans (Wood AJ, 1997). Cette pathologie touche les glandes pilo-sébacées dont
les 1ésions inflammatoires apparaissent surtout sur le dos, le visage, le cou, le tronc et les bras.
La gravité de 1’acné différe d’un patient a 1’autre et peut étre évaluée grace a plusieurs
échelles, notamment : I’échelle GEA (Global Acne Severity Scale) (Dréno et al., 2011) et
ECLA (Echelle de Cotations des Lésions d’Acné) (Dréno et al., 1999). Trois facteurs majeurs
jouent un rdle clef dans le développement de 1’acné : une hyperseborrhée, des anomalies de la
prolifération et de la différentiation kératinocytaires au niveau du canal infudibulaire et la
colonisation de la peau par Cutibacterium acnes (anciennement Propionibacterium acnes),
connue pour intervenir dans le développement et le maintien du processus inflammatoire local
cutané (Dréno et al., 2015; Gollnick et al., 2003). Ces cinq derniéres années, deux nouveaux
facteurs ont commencé a étre mis en évidence dans le développement de I’acné : I’activation
anormale de I'immunité innée qui induit la libération de différents médiateurs de
I’inflammation au niveau du follicule et du derme adjacent ; et le déséquilibre du microbiote
cutané, qui conduit a la production de signaux pro-inflammatoires capables d’alerter les
effecteurs immunitaires cutanés (Dréno et al., 2015; Dréno et al., 2016a; Gollnick and Dréno,

2015).

L’acné sévere nodulaire est caractérisée par un érythéme intense, des nodules
inflammatoires rouges et douloureux, des kystes et des cicatrices (Newman et al., 2011).
Actuellement, peu de données épidémiologiques sont disponibles dans la littérature
scientifique, en particulier pour 1’acné sévere du dos. En revanche, une étude récente réalisée
aux Etats-Unis sur 9417 enfants agés de 0 a 17 ans a permis de mettre en évidence une
augmentation linéaire de ce type d’acné entre 11 et 17 ans (Silverberg and Silverberg, 2014).
Par ailleurs, il a été décrit que 1’acné sévere atteignait 18 % des patients acnéiques (Pawin et
al., 2007). De plus, le dos fait partie des sites extrafaciaux les plus communément affectés par
cette maladie (52 %) (Vos et al., 2012). Sur le plan thérapeutique, 1’acné sévere a longtemps
¢té prise en charge en premicre intention par des antibiotiques oraux (principalement les
tétracyclines), mais il a été constaté que les patients ne répondaient pas ou rechutaient
rapidement (Dréno et al., 2016b; Fan et al., 2015). Depuis 1982, ’isotrétinoine per os est
devenue le traitement de premiere intention pour traiter cette dermatose (Gollnick et al.,
2003). L’isotrétinoine est un rétinoide (dérivé de la vitamine A) capable d’atrophier les
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glandes sébacées et ainsi de diminuer leur activité de synthése de sébum (Melnik, 2017).
Malheureusement, malgré une efficacité reconnue, 1’isotrétinoine n’est pas toujours bien
tolérée par les patients, notamment en raison d’un risque important de tératogénicité,
d’anomalies métaboliques, et un risque potentiel de troubles psychiatriques (Le Moigne et al.,
2017; Magin et al., 2005; Malvasi et al., 2009; Rodondi et al., 2002). Ainsi, mieux
comprendre les mécanismes physiopathologiques menant a I’acné sévére pourrait conduire au
développement de nouveaux outils thérapeutiques et constitue donc un domaine de recherche

d’intérét croissant.

Un acteur majeur et incontournable de 1’acné est la bactérie Cutibacterium acnes
(anciennement Propionibacterium acnes). C’est un bacille & Gram positif dont la population
est divisée en six sous-types, ou « phylotypes » : IA1, 1A2, 1B, IC, II et III. Au vue de la
littérature scientifique actuelle, il apparait évident qu’il existe des interactions étroites entre
les différents phylotypes de C. acnes et le systtme immunitaire inné cutané (Jasson et al.,
2013; Nagy et al., 2006; Yu et al., 2016), notamment via 1’activation des Toll-Like Receptors
(Jugeau et al., 2005). Comme le démontrent des études récentes, cette communication entre
immunité innée et C. acnes peut également s’effectuer par 1’intermédiaire de vésicules

extracellulaires produites par C. acnes (Choi et al., 2018; Jeon et al., 2017).

Dans ce contexte de dermatose inflammatoire chronique multifactorielle, et au regard
des ¢léments de littérature évoqués, il apparait crucial de décrypter le role des communautés
bactériennes cutanées et en particulier des sous-groupes de C. acnes, dans la physiopathologie
de D’acné, et en particulier 1’acné sévére du dos pour laquelle peu de données
épidémiologiques et physiopathologiques existe (Dréno et al., 2016a; Gollnick and Dréno,
2015). Egalement, le role de 'immunité innée dans ’apparition de cette dermatose sera

étudié.

Dans un premier temps, ce travail de Thése s’est axé autour d’une étude de
caractérisation des souches de C. acnes retrouvées au niveau du visage et du dos de patients

atteints d’acné modéré du visage, et d’acné sévere du dos, et de volontaires sains.

Dans un deuxiéme temps, ce travail s’est axé autour d’une question qui découlait
directement de la premiere partie. En effet, cette premi¢re phase a mis en évidence une
réduction tres significative de la diversité des phylotypes de C. acnes sur le dos des patients

atteints d’acné sévere du dos comparé aux sujets sains. Le but de cette deuxiéme partie était
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de déterminer si cette perte de diversité des phylotypes était une cause ou une conséquence de
la maladie. Pour répondre a cette question, un systéme in vitro de cocultures entre des extraits

de bactéries et des explants de peau humaine saine a été mis au point.

Ce mémoire débutera par deux chapitres consacrés a une revue bibliographique en
rappelant des €léments de physiologie cutanée, tant sur le plan du microbiote cutané que de
ses interactions avec le systtme immunitaire inn¢ de la peau. Ces deux chapitres permettront
d’établir le rationnel scientifique duquel découle ce travail de Thése et ouvrira sur une partie
décrivant les objectifs de ce travail. Ensuite, une section « matériels et méthodes » permettra
de faire le point sur les différentes techniques utilisées pour répondre aux objectifs fixés. Cette
partie sera divisée selon les deux axes suivis depuis le début de ce projet. D’abord, nous
décrirons les techniques utilisées pour [’étude immuno-dermatologique, puis nous
présenterons celles utilisées pour la partie bactériologique. Un chapitre « résultats » sera
ensuite abordé et divisé en deux parties principales. Dans cette section, nous présenterons les
résultats de ce travail de These sous la forme d’articles acceptés ou en cours de soumission,
dans un ordre pertinent relatant I’avancé de ce travail. Ils seront chacun précédés d’une

présentation et de quelques commentaires.

Enfin, une discussion et une conclusion générales seront réalisées et permettront de
discuter ’ensemble des résultats de ce travail de These. Elles permettront d’abord de discuter
I’intérét d’avoir mis au point une technique d’obtention d’extraits membranaires bactériens,
au-dela de I'intérét immédiat de répondre a une problématique rencontrée dans le cadre du
travail de Thése. Elles permettront également de discuter la perte importante de diversité des
phylotypes de C. acnes observée en contexte d’acné sévere du dos, et les différences
d’activation du systeme immunitaire inné entre les patients atteints d’acné sévere et les
individus sains. Egalement, nous discuterons de I’impact de la diversité des phylotypes in
vitro sur I’inflammation cutanée, et des mécanismes sous-jacents qui pourraient expliquer la
baisse de I’activation du systeme immunitaire inné lorsque la diversité des phylotypes est
restaurée. Cette derniére partie permettra de replacer ces résultats de Thése dans leur contexte

actuel et ouvrir la réflexion scientifique en suggérant de nouvelles perspectives d’études.
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I. La structure de la peau et ses fonctions
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A. Structure de la peau

La peau est I’organe le plus lourd du corps humain, elle pése en moyenne 3 a 4 kg et
couvre une superficie de 1,5 a 2 m chez un jeune adulte (Peyrefitte, 1995). Son épaisseur est
variable selon la zone du corps considérée : 1 mm au niveau des paupicres contre 3 mm au
niveau des plantes (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). La peau humaine est constituée de trois
couches, de la plus superficielle a la plus profonde : I’épiderme, le derme et I’hypoderme

(Figure 1, p.21) (Kong, 2011).
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Figure 1 : Schéma représentatif de la structure globale de la peau, adapté de I’étude Kong et al. (Kong,
2011).
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A.1  L’¢épiderme

L’épiderme est la couche la plus superficielle de la peau, elle est en contact direct avec
I’environnement extérieur. Cet épithélium est stratifié et squameux. Il est composé de quatre
types cellulaires : les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules

de Merkel (Figure 2, p.22) (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

Stratum Dead Kératinocytes morts
comeum keratinocytes
Stratum
lucidum
Stratum .
granulosum Lamellar granules  Granules lamellaires
Keratnocyte Kératinocyte
Langerhans cell  Cellules de Langerhans
Stratum
spinosum
Melanocyte Mélanocyte
Stratom Merkel cell Cellule de Merkel
basale Tactle disc  Disque tactile
Dermis Sensory neuron  Neurone sensoriel

Figure 2 : Les différents types de cellules retrouvés dans la peau. Extrait et adapté de Pearson Education,
Inc. 2012.

A.l.a Les kératinocytes

Les kératinocytes représentent une catégorie de cellules majoritaires au sein de
I’épiderme, ils constituent 90 % des cellules de cette couche (Isard, 2010). Ils synthétisent la

kératine, conférant aux cellules de 1’épiderme leur propriété protectrice. Les kératinocytes
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situés au niveau de la couche basale (couche la plus profonde de 1’épiderme) se divisent de
manicre continue par mitoses puis, ils migrent vers la surface. Poussés par les nouvelles
cellules, ils progressent vers la surface et s’enrichissent en kératine, puis finissent par perdre
leur noyau et mourir. En surface, les kératinocytes constituant la couche cornée (couche la
plus superficielle de 1’épiderme) sont appelés les cornéocytes, et forment une couche
squameuse de cellules mortes remplies de kératine (Isard, 2010). Chaque jour, en raison de
frottements fréquents que subit la peau, des millions de ces cellules mortes desquament.

Ainsi, I’épiderme se renouvelle totalement tous les 25 a 45 jours (Peyrefitte, 1995).

A.1.b Les mélanocytes

Les mélanocytes sont localisés dans la couche basale de I’épiderme. Ils sont
spécialisés dans la synthése d’un pigment : la mélanine. La mélanine est produite dans des
organites appelés les mélanosomes. Ces cellules possedent de nombreux prolongements
cytoplasmiques, ce qui leur permet d’étre en contact avec plusieurs kératinocytes. A mesure
qu’elle est produite, la mélanine migre vers les prolongements des mélanocytes et elle est
transférée aux kératinocytes de maniére périodique. Ensuite, les granules de mélanine
s’accumulent a la surface du noyau des kératinocytes qui est orienté vers le milieu extérieur.
Ainsi, la mélanine constitue une protection pigmentaire efficace contre les effets dangereux

des rayonnements ultraviolets sur I’ADN (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

A.l.c Les cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans ou macrophagocytes intra-épidermiques, constituent 3 a 8
% des cellules de I’épiderme. Leurs prolongements cytoplasmiques leur conferent un aspect
¢toilé et s’étendent entre les kératinocytes, formant un réseau de prolongements inter-
kératinocytaires. Ces cellules constituent une catégorie de cellules présentatrices d’antigenes,
produites dans la moélle osseuse, qui migrent ensuite vers 1’épiderme (Isard, 2010; Peyrefitte,

1995).
A.1.d Les cellules de Merkel
Les cellules de Merkel ou épithélioidocytes du tact, sont des cellules neuro-

¢épithéliales. Elles ont une morphologie hémisphérique et ne sont pas réparties de maniére
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homogene a la surface du corps. En effet, elles sont particulierement retrouvées au niveau des
levres, de la paume des mains, la pulpe des doigts et le dos des pieds. Chaque cellule de
Merkel est reliée a la terminaison d’une neurofibre sensitive en forme de disque. Ce disque est
appelé « corpuscule tactile non capsulé » ou disque de Merkel qui forme avec la cellule de

Merkel, le récepteur au toucher (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

A.l.e Les différentes couches de [’épiderme

Nous venons de voir que I’épiderme était constitué de quatre catégories cellulaires. Par
ailleurs, il est organisé en quatre a cinq couches : la couche basale, la couche épineuse, la
couche granuleuse, la couche claire (uniquement dans les zones ou la peau est dite

« épaisse »), et la couche cornée (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

La couche basale ou « stratum basale »

La couche basale, aussi appelée « stratum basale », « stratum germinativum » ou
encore couche germinative, est fixée au derme via la jonction dermo-épidermique et constitue
la couche la plus profonde de 1’épiderme (Figure 2, p.22). Elle est constituée d’une seule
strate de cellules de forme cylindrique et disposées en palissade (Isard, 2010; Peyrefitte,
1995). Dix a 25 % des cellules de cette couche sont des mélanocytes qui étendent leurs
prolongements jusqu’aux cellules de la couche du dessus (couche épineuse). Des cellules de

Merkel sont également retrouvées dans la couche basale (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

La couche épineuse ou « stratum spinosum »

La couche épineuse contient plusieurs strates de kératinocytes qui sont de forme
polygonale et reliés entre eux par des desmosomes (Figure 2, p.22). Des cellules de
Langerhans sont également retrouvées dans la couche épineuse (Isard, 2010; Peyrefitte,

1995).

La couche granuleuse ou « stratum granulosum »

La couche granuleuse contient trois a cinq strates de cellules (Figure 2, p.22). Au sein
de ces strates, les kératinocytes poursuivent leur migration vers la surface en se différenciant.
Ils s’aplatissent au fur et a mesure de cette progression, leurs noyaux et organites commencent

a se dégrader. Par ailleurs, ces kératinocytes accumulent des granules de kératohyaline et des
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granules lamellées contenant des glycolipides (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). La
kératohyaline est connue pour favoriser I’accumulation de kératine dans la couche supérieure.
Enfin, les glycolipides sécrétés dans 1’espace extracellulaire permettent d’imperméabiliser et

de limiter la déperdition d’eau (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

La couche claire ou « stratum lucidum »

La couche claire n’est retrouvée que dans les zones du corps ou la peau est dite
« épaisse ». Ces zones sont situées au niveau des paumes de mains et des plantes de pieds.
Cette couche est constituée de plusieurs strates de kératinocytes clairs, aplatis et morts (Figure

2, p.22) (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

La couche cornée ou « stratum corneum »

La couche cornée est la couche la plus superficielle de 1’épiderme, en contact direct
avec l’environnement extérieur. Elle est formée par 20 a 30 strates de cellules mortes
superposées (Figure 2, p.22). Les cellules qui composent cette couche sont dites « cornées »
ou kératinisées de par leur constitution exclusive par des fibrilles de kératine (Isard, 2010;

Peyrefitte, 1995).

A.2 Lederme

Le derme a une fonction de tissu de soutien et est situ¢ en-dessous de 1’épiderme
(Figure 1, p.21). Il est constitué¢ de tissu conjonctif aux propriétés de résistance et de
flexibilit¢ (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). Le derme est principalement constitué¢ de
fibroblastes, macrophagocytes, et anecdotiquement de mastocytes et globules blancs. La
matrice du derme est formée d’une grande quantit¢ de collagene, élastine, et réticuline qui
assurent les propriétés de soutien du derme pour la couche qu’il supporte (Isard, 2010;
Peyrefitte, 1995). Par ailleurs, de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques mais aussi
neurofibres traversent cette couche de la peau. Les annexes de la peau y sont également
implantées. Deux zones sont retrouvées dans le derme : la zone papillaire et la zone réticulaire

(Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).
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A.2.a La zone papillaire du derme

La zone papillaire du derme est la partie supérieure du derme qui est en contact direct
avec I’épiderme. C’est une couche de tissu conjonctif mince, lache, et formée de fibres de
collagéne et fibronectine enchevétrées permettant le passage des différents vaisseaux et
neurofibres. La partie supérieure de cette zone contient des projections appelées « papilles
dermiques », qui sont pourvues de bouquets capillaires, de terminaisons nerveuses libres
impliquées dans la perception de la douleur, ainsi que des récepteurs du toucher (Isard, 2010;

Peyrefitte, 1995).

A.2.b La zone réticulaire du derme

La zone réticulaire du derme est la partie la plus profonde et occupe 80 % du derme.
Elle est formée de tissu conjonctif dense, qui renferme des faisceaux de fibres de collagene
conférant a la peau ses propriétés de résistance et d’¢lasticité. De plus, ces fibres de collagene
fixent I’eau et sont donc impliquées dans 1’hydratation de la peau (Isard, 2010; Peyrefitte,

1995).

A.3  L’hypoderme

L’hypoderme, également appelé tissu sous-cutané, est constitué¢ de tissu conjonctif
lache et adipeux. Le réle de I’hypoderme est d’assurer la liaison entre la peau et les structures
sous-jacentes, en particulier les muscles. L’hypoderme joue également un role important de
protection contre les chocs mécaniques, grace a sa composition principalement graisseuse
(Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). Enfin, ’hypoderme est un réservoir énergétique ainsi qu’un

isolant thermique importants (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

A.4 Les annexes cutanées

A.4.a Les glandes sébacées et les follicules pileux

Les glandes sébacées sont des glandes exocrines présentes sur tout le corps humain

excepté les paumes et les plantes (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). Ce sont des glandes
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holocrines, ce qui veut dire que la sécrétion s’effectue par le détachement et la mort des
cellules qui contiennent les produits de sécrétion. Elles sont responsables de la sécrétion du
sébum, constitué¢ de lipides et de débris cellulaires issus de la mort des cellules glandulaires
(Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). Le rdle du sébum est d’assouplir et de lubrifier les poils ainsi
que la surface de la peau, et de limiter les pertes d’eau. La production de sébum par les
glandes sébacées est stimulée par les androgeénes, en particulier au moment de la puberté. La
taille et le nombre de ces glandes varient d’une zone a I’autre du corps. Avec le canal
excréteur et le muscle érecteur de poil, les glandes sébacées constituent les follicules pilo-
sébacés (ou follicules pileux) (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). Ces follicules sont présents de la
surface de I’épiderme jusqu’au derme et peuvent s’enfoncer jusqu’a I’hypoderme, notamment
au niveau du cuir chevelu. Le nombre de follicules pileux varie d’un site a I’autre du corps.
Aussi, 292 follicules pileux par cm sont retrouvés en moyenne sur le front, alors que seul une
trentaine par cm sont présents sur la partie supérieure du dos (Otberg et al., 2004). Au niveau
histologique, la paroi du follicule pilo-sébacé est constituée, a I’extérieur, d’une gaine de tissu
conjonctif dérivée du derme et, a ’intérieur, d’une gaine de tissu épithélial résultant d’une
invagination de I’épiderme. Le bulbe pileux est la zone dans laquelle la matrice du poil est
retrouvée et ou sont produites, par mitose, des cellules qui accumulent de la kératine et ainsi
permettent I’allongement de la tige du poil (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). La kératine
composant la majeure partie du poil est dite « dure », elle est différente de celle composant

I’épiderme, qui est dite « molle ».

A.4b Les glandes sudoripares

Les glandes sudoripares sont retrouvées sur tout le corps humain, excepté les
mamelons et certaines zones des organes génitaux externes (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).
Deux types de glandes sudoripares existent : les glandes sudoripares eccrines (ou mérocrines),
et les glandes sudoripares apocrines (Figure 3, p.28). Les glandes sudoripares eccrines
représentent la majorité des glandes sudoripares. Chacune d’elles est une glande simple en
forme de tube spiralé, avec une partie sécrétrice située dans le derme et son canal excréteur
donnant sur un pore a la surface de 1’épiderme. Ces glandes sécrétent la sueur, qui est un
filtrat hypotonique issu du sang. A I'inverse, les glandes sudoripares apocrines sont situées

dans les régions axillaires et ano-génito-périnéale. Elles sont plus grosses que les glandes
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eccrines et leur canal excréteur débouche dans un follicule pileux. La composition des
sécrétions des glandes apocrines est proche de celles des glandes eccrines, avec en plus des
lipides et des protéines (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). Leur fonctionnement débute a la
puberté. D’autres exemples de glandes sudoripares sont intéressants a noter : les glandes
cérumineuses (sudoripares apocrines), a I’origine de la sécrétion de cérumen au niveau des
oreilles (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). Enfin, les glandes mammaires qui sont des glandes

sudoripares spécialisées dans la production et la sécrétion du lait maternel.

Epiderme Derme Poil

Follicule
pileux
Glande
Hypoderme sudorale
apocrine

Figure 3 : Schéma représentatif des différentes glandes retrouvées dans la peau humaine. Extrait de
www.sfdermato.org.

A.d.c Lesongles

Les ongles sont des modifications écailleuses de I’épiderme. Cette structure kératinisée
forme une couverture de protection lisse et translucide qui protége les extrémités des doigts

(Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).
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B. Les six fonctions de la peau

La peau et les annexes cutanées ont de nombreuses fonctions impliquées dans le
maintien de 1’homéostasie de notre organisme. La peau est souvent décrite comme étant la
premiere barriére face aux agressions constantes de notre environnement : mécanique,

chimique, mais aussi biologique (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

B.1  Fonction de protection

L’effet de barriecre mécanique est possible grace aux cellules kératinisées de
I’épiderme, trés résistantes a 1’abrasion. Ainsi, la composition des différentes strates de la
peau, et notamment la couche graisseuse, en font une protection efficace des structures
internes contre les chocs mécaniques. Enfin, la mélanine permet €galement de protéger la

peau des rayonnements ultraviolets dangereux pour I’ADN (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

L’effet de barriére chimique est possible grace aux sécrétions de la peau et a ses
caractéristiques physico-chimiques. En effet, le faible pH du film liquide acide sécrété par la
peau, et les substances bactéricides contenues dans le s€bum, font de la peau une barriére
efficace contre les micro-organismes exogenes. La desquamation perpétuelle ayant lieu au
niveau de la couche cornée permet aussi d’éliminer les micro-organismes adhérents, et la
sécheresse relative de la peau ralentit le développement microbien (Isard, 2010; Peyrefitte,

1995).

Enfin, D’effet de barriére biologique est possible grace d’une part, au systéme
immunitaire inné représenté par différents effecteurs au niveau de la peau et, d’autre part, a la
flore bactérienne « commensale », qui occupe cette niche écologique depuis la colonisation de
la peau au cours des premieres années de vie (Dominguez-Bello et al., 2010). Les cellules
¢épithéliales sont a I’interface entre la peau et ’environnement extérieur, et représentent la
premiere ligne de défense du systéme immunitaire inné (Braff and Gallo, 2006). Elles sont
porteuses d’une variété importante de structures de détection, comme les Toll-Like Receptors
(TLRs) (Trinchieri and Sher, 2007), les lectines de type C, et des protéines de reconnaissance
des peptidoglycanes (McGirt and Beck, 2006; Mogensen, 2009). Ces derni¢éres années, au

moins dix types de TLRs ont été décrits chez I’Homme, et sont connus pour interagir avec des
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¢épitopes de la paroi cellulaire des bactéries, des fungi, ou des structures virales, ainsi qu’a
d’autres structures microbiennes appelés les PAMPS (Pathogen-associated molecular
patterns) (Mogensen, 2009). L’activation des cellules épithéliales réalisée par I’intermédiaire
des TLRs induit une production de défensines (B-défensines) et de cathélicidines, qui font
partie de la famille des peptides antimicrobiens (Braff and Gallo, 2006). La peau produit de la
cathélicidine LL-37, des B-défensines (1, 2 et 3) et de la dermicidine (Braff and Gallo, 2006;
Mogensen, 2009). D’autres cellules de la peau opérent une veille immunitaire afin d’assurer la
protection de la peau contre les micro-organismes pathogenes, telles que les macrophagocytes
intra-épidermiques. Au niveau microbiologique, c’est par [’occupation de cette niche
spécifique, que la flore commensale protege la peau des agents pathogenes, qui ne prennent
I’avantage qu’en cas de « dysbiose », c’est-a-dire en présence d’un déséquilibre de la flore
cutanée, phénomene retrouvé dans plusieurs troubles cutanés comme le psoriasis, la dermatite
atopique, ou encore 1’hypomélanose maculeuse progressive (Abeck and Mempel, 1998;

Barnard et al., 2016a; Salava et al., 2017).

B.2  Fonction de thermo-régulation

La peau assure I’évacuation de la chaleur sous deux formes: dans I’air, par la
perspiration, et par évaporation de la sueur a sa surface (transpiration) (Isard, 2010; Peyrefitte,

1995).

B.3  Fonction de réception sensorielle

La peau contient une multitude de récepteurs sensoriels qui permettent d’appréhender
I’environnement extérieur grace au sens du toucher (Figure 4, p.31). D’une région a I’autre du
corps, le nombre de ces récepteurs varie. Les récepteurs sensoriels cutanés ont pour role de
capter les stimuli et d’assurer leur transfert jusqu’au cerveau sous la forme d’influx nerveux
(Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). Ils peuvent prendre la forme de terminaisons nerveuses libres,
qui pour certaines sont associées aux cellules de Merkel et se prolongent jusqu’a I’épiderme.
Ils peuvent aussi prendre la forme de terminaisons nerveuses encapsulées, comme les

corpuscules de Meissner, de Pacini, ou de Ruffini (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).
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Terminaisons nerveuses libres
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de Krause de Ruffini de Pacini de Golgi de Meissner
froid chaleur pression forte pression légére toucher

»| /|0 %] #

Figure 4 : Schéma des récepteurs de la peau (Idé pour [-marginal / CNRS).

Les corpuscules de Meissner sont situés directement sous 1’épiderme et sont
particuliérement retrouvés sur la face palmaire des doigts. Ils sont impliqués dans la
perception des frolements et de la vitesse du stimulus (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995). Les
corpuscules de Ruffini, localisés dans le derme et les articulations, sont sensibles aux
vibrations et a I’étirement de la peau et des tendons, ainsi qu’a la chaleur. Les corpuscules de
Pacini sont quant a eux, des mécanorécepteurs retrouvés dans le derme profond et
I’hypoderme. Ils sont impliqués dans la perception des variations rapides d’intensité de
déformation. Enfin, les cellules de Merkel répondent a des pressions d’intensité faible et trés
localisées, et les terminaisons libres des fibres nerveuses pergoivent la douleur et permettent
d’envoyer des signaux d’alarmes en cas de dommages cutanés (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).
Les corpuscules de Krause sont impliqués dans la perception du froid, et les corpuscules de
Golgi sont quant a eux, impliqués dans la perception des pressions légeres (Isard, 2010;

Peyrefitte, 1995).

B.4  Fonction métabolique

La peau a un role métabolique, notamment car elle synthétise une multitude de

molécules (hormones, enzymes, protéines...) qui jouent un role au niveau local. Ainsi, dans la
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peau débute la synthése de la vitamine D, impliquée dans I’absorption du calcium et du

phosphore et, par conséquent, dans la minéralisation des os (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

B.5  Fonction de réservoir de sang

Chez I’Homme, la peau est capable de contenir jusqu’a 5 % de la volémie totale. Lors
de besoins spécifiques, le systéme nerveux provoque une vaso-constriction des vaisseaux
situés dans le derme afin que le sang qu’ils contiennent soit réparti dans les autres vaisseaux

de la circulation sanguine (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

B.6  Fonction d’excrétion

De par le fonctionnement des glandes sudoripares eccrines, le corps est capable
d’¢liminer des déchets azotés, notamment de I’ammoniac, de I'urée, et de I’acide urique. Mais
ce phénomene reste anecdotique, en effet, la majeure partie des déchets azotés est excrétée par

voie urinaire (Isard, 2010; Peyrefitte, 1995).

Points de synthése

e Lapeau est I’organe le plus lourd du corps, elle pese de 3 a 4 kg selon les individus.

e La peau humaine est constituée de trois couches, de la plus superficielle a la plus
profonde : I’épiderme, le derme et ’hypoderme.

e Les cellules constituant la peau sont nombreuses, mais 80 % d’entre elles sont des
kératinocytes. Elle contient également des cellules immunitaires lui permettant d’assurer
une réponse immunitaire immédiate en cas d’agression par un pathogene exogene.

e [a peau assure six fonctions: protection, thermo-régulation du corps, réceptions
cutanées, métabolique, réservoir sanguin et excrétion des déchets.
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I1.Le microbiote cutané et ’'immunité
innée de la peau
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A. Microbiote cutané et niches €écologiques

A.1  Généralités

Un article récent a mis en évidence que nous étions constitués de 39 000 milliards de
micro-organismes (Sender et al., 2016). En somme, nous comportons autant de cellules qui
nous sont propres, que de micro-organismes (Sender et al., 2016). 1l apparait donc évident que
des dialogues existent entre les différentes flores (Figure 5, p.34) (intestinale, cutanée, buccale
etc) et les cellules qui forment nos tissus et organes, notamment pour éviter des réactions
inflammatoires inappropriées en réponse a des bactéries « commensales ». Concernant la
peau, deux types de flores existent: I'une est dite « commensale » et 1’autre est dite

« transitoire ».

B Actinobacteria
W Firmicutes
Peau Cavité orale (& Proteob?cterla
(zones grasses) B Bacteroidetes
B Cyanobacteria
I Fusobacteria
Cavité (Esophage
Poumons Estorias
H. pylori (=) H. pylori (+)

(zones seches)

Figure 5 : Diversité bactérienne du microbiote humain selon le site anatomique. Chaque part de camembert
représente l'abondance relative de chacun des six phyla principaux. Extrait de (Cattoir, 2016).

34



Au sein de la peau, différentes « niches écologiques » sont retrouvées, c’est-a-dire des
zones cutanées ou les parametres physico-chimiques sont plus favorables au développement
de certaines bactéries que d’autres. L’exemple typique est celui de la bactérie C. acnes, en
effet, é¢tant anaérobie aéro-tolérante et capable de métaboliser les lipides du sébum en acides
gras libres, elle est plus particulierement retrouvée au niveau des glandes sébacées et de
Iinfundibulum de I'unité pilosébacée. Ainsi, le microbiote cutané est constitué¢ de différentes
bactéries commensales, toutes retrouvées dans des niches écologiques qui leur sont propres et
qui permettent leur persistance dans un milieu avec des parametres physico-chimiques

particuliers (Grice et al., 2009).

Lorsque nous parlons de microbiote cutané, il est important de clarifier la notion de
« microbiote » et de « microbiome », car il existe un abus de langage entre ces deux termes.
L’ensemble des communautés microbiennes (bactéries, virus, champignons, protozoaires...)
présent au niveau d'un environnement défini constitue le « microbiote » (Cattoir, 2016).
Quant a lui, le microbiome correspond a 1I’étude de 1’ensemble des génomes des micro-
organismes présents, ainsi que leurs interactions avec I’environnement (Cattoir, 2016). Les

définitions de ces deux notions sont détaillées dans les parties ci-apres.

A.2  Lanotion de microbiote

L’¢tude du microbiote a longtemps été réalisée par la culture des échantillons,
l'identification et la caractérisation des micro-organismes présents en culture (Figure 6, p.36).
Néanmoins, il apparait que la majorité des bactéries ne sont pas cultivables, par exemple,
environ 80 % des bactéries du microbiote intestinal ne sont pas cultivables dans les conditions
standards de laboratoire (Cattoir, 2016). A la lumicre de ces données, la culture apparait donc
inadaptée pour 1'é¢tude du microbiote, bien que l'utilisation optimisée d'un panel de conditions
de culture puisse permettre la détection de nombreuses bactéries a priori non cultivables.
Cette approche, dénommée « culturomique », correspond a cette diversification de conditions
de culture combinée a I’identification de chaque colonie isolée par MALDI-TOF (Matrix

Assisted Laser Desorption lonisation - Time of Flight) (Cattoir, 2016).
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S. epidernudis

Bacillus spp.

C. acnes

Figure 6 : Apercu de gélose ensemencée a partir d'un écouvillonnage, réalisé sur la peau d'un patient atteint
d'acné sévere du dos (dos). A 5 jours, la culture permet ici la visualisation de C. acnes, S. epidermidis et
Bacillus spp. Photographie prise par le Dr S. Corvec.

Avec I’avenement des techniques moléculaires et du séquencage a haut débit, d’autres
méthodes ont été développées pour visualiser la diversité bactérienne d'un microbiote, appelée
métataxonomie (Cattoir, 2016). Cette technique est basée sur I'amplification, le séquencage et
l'analyse du géne codant pour I'ARNr 16S qui est un marqueur bactérien universel (Cattoir,
2016; Marchesi and Ravel, 2015). Un biais important de cette méthode est sa sensibilité. Ce
biais est parfaitement illustré dans les études menées sur le microbiote intestinal, qui contient
environ 10'? bactéries par gramme de selles (Cattoir, 2016). En effet dans ce cas précis,
l'analyse métagénomique n'est pas capable de détecter des bactéries présentes a une
concentration inférieure a 10° par gramme (Cattoir, 2016). Une autre limite non négligeable
de cette méthode est I'impossibilité¢ de distinguer les bactéries viables et non viables, ce qui
suggere l’intérét de réaliser une culture des échantillons en parallele de ces analyses

moléculaires.

36



A.3  Les notions de microbiome et de métagénome

Le microbiome regroupe 1’analyse de I’ensemble des geénes (génomes) du microbiote,
mais également les produits du microbiote et de l'environnement héte (Cattoir, 2016;
Marchesi and Ravel, 2015; Whiteside et al., 2015). 1l est devenu possible de déterminer
I'ensemble des génomes et des génes d'un microbiote en réalisant le séquencage de I'ADN
total extrait a partir d'un échantillon, et la comparaison a une base de données. Il s’agit de la
« métagénomique », c’est-a-dire 1’étude des métagénomes. La méthode shotgun permet cette
visualisation métagénomique (Byrd et al., 2018) (Figure 7, p.37). Enfin, I'analyse dynamique
des profils d'expression des genes au sein d'un microbiome est appelée métatranscriptomique,
tandis qu'au niveau protéique cela correspond a la méthode de métaprotéomique (Cattoir,

2016).

[~ \Q o
Microbiota O ' 0_/0 Q L
< =

Epidermis

Amplicon Whole genome metagenomics
Amplify marker region by use Fragment genomic DNA from
of universal primers bacteria, fungi, viruses and host
Bacteria Fungi 02 g 9.
165 rRNA IT51 :CDQ 0\\.&%0
o _—
VA =

> oSt
5 5
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Sequence amplicons Sequence genomic DNA
% 4 0’ .‘
Bacteria Fungi Kingdom Bacteria Species
[ Genera A Bl Genera A [[] Bacteria [ Genera A [ Strain A
[ Species A1 [ Species A.1 [ Eukarya [H Species A1 [ Strain B
M Genera B [ Viruses B Genera B [5trainC
Fungi
B Genera A
O Species A1

Figure 7 : Technique de visualisation des communautés bactériennes cutanées. L’amplification de geénes
cibles (a gauche) versus le séquengage métagénomique shotgun (a droite). Extrait de (Byrd et al., 2018).
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A.4  Différentes especes pour différentes localisations

En fonction de la localisation du corps, les parametres physico-chimiques peuvent
varier. Par exemple, la valeur du pH cutané est différente au niveau du visage et au niveau des

pieds ou des mains.

Bacteria: Fungi:

% Propionibacteriumspp.  @= Malassezia spp.
o Staphylococcus spp.

@ Corynebacterium spp. B Virus

Epidermis

Sebaceous 0o

gland Hair follicle

Dermis

=

Sweat gland

Figure 8 : Schéma représentatif d’une coupe histologique avec les localisations des différents micro-
organismes dans les couches de la peau et les annexes cutanées, extrait de (Byrd et al., 2018).

De méme, le taux d’humidité est également variable en fonction du site, par exemple entre les
aisselles et la paume des mains. Plusieurs zones sont définies : humides (creux comme
aisselles), séches (dos des mains), grasses (zone T du visage) (Byrd et al., 2018). Le nombre
de follicules pilosébacées est ¢galement différent d’une zone a I’autre du corps, en fonction de
la topologie de 1’écosystéme cutané analysé (Otberg et al., 2004). Par conséquent, I’ensemble
de ces paramétres conduit a des spécificités de flore cutanée, en fonction de la localisation sur

le corps (Figure 8, p.38).
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Figure 9 : Répartition des différentes bactéries retrouvées a la surface de la peau, en fonction des zones du
corps. Extrait de (Grice and Segre, 2011).

Certaines zones seront plus facilement colonisées par certaines espéces, plus aptes a se
maintenir dans des conditions physico-chimiques qui leurs sont favorables (Figure 9, p.39).
Par exemple, C. acnes est plus particulierement retrouvé dans les zones riches en sébum car il
est capable de métaboliser ses différents lipides en acides gras libres pour produire de

I’énergie (Unno et al., 2017; Zouboulis, 2009). De méme, Cutibacterium avidum est plus
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spécifiquement retrouvée dans les zones humides du corps, notamment au niveau des aisselles

(Nordstrom and Noble, 1984).

Une autre variable importante de la localisation est constituée par la profondeur
cutanée, qu’il faut prendre en compte et intégrée (Figure 8, p.38). En effet, la flore cutanée
varie en fonction de la profondeur considérée : surface de la peau, infundibulum pilosébacée,
derme, intérieur des glandes sudoripares... Plusieurs raisons expliquent ces variations,
notamment [’humidité et la concentration en sébum qui different de la surface de la peau aux
couches inférieures. Par exemple, des variations considérables de concentration en oxygene
sont observées de la surface de la peau a I'intérieur du follicule pilosébacé (Grice et al.,
2009). Or, certaines bactéries démontrent une croissance en aérobiose : S. epidermidis ou C.
avidum. En revanche, d’autres bactéries ont une croissance préférentielle en anaérobiose mais
sont tolérantes a de faibles concentrations d’oxygeéne, comme C. acnes. C’est pour cette
raison que certaines bactéries seront plus fréquemment retrouvées au sein des couches
inférieures de la peau, au niveau du follicule pilosébacé (C. acnes). Les conséquences de ces
spécificités sont directes sur les modalités de prélévement et le type d’échantillonnage choisi
pour la réalisation d’une étude du microbiote cutané (Figure 10, p.41) (Grice et al., 2008;
Omer et al, 2017). Cette question se pose beaucoup moins pour les autres
microbiotes, notamment le microbiote intestinal qui a été I'un des premiers et des mieux
caractérisés du corps humain. Pour le microbiote intestinal, il s’agit la plupart du temps de
récupérer des selles, ou bien de réaliser un écouvillonnage rectal des individus analysés. Pour
une ¢tude de 1’écosystéme cutané, quel qu’il soit, la problématique est un peu plus complexe
car elle nécessite de bien clarifier la question scientifique en amont afin de choisir la bonne
technique d’échantillonnage. En effet, plusieurs techniques existent et ne donnent pas une
visualisation identique de la composition du microbiote cutané (Figure 10, p.41) (Grice et al.,

2008).
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Figure 10 : Vue d’ensemble des différentes couches de la peau, et des différentes possibilités
d’échantillonnages pour récupérer la flore cutanée. Extrait de (Grice et al., 2008).

A.5  Les techniques d’échantillonnage du microbiote cutané

A.5.a Latechnique de I’écouvillonnage

Elle permet de prélever des bactéries se trouvant a la surface de la peau. Cette
technique est utilisée depuis plus de 10 ans au CHU de Nantes pour les prélévements de
bactéries de surface. L’écouvillon (COPAN, cat. #COP-ETP) est frotté sur la peau pendant un
temps standardisé (45 sec) et déchargé dans 1 mL de BHI. Cette technique permet d’avoir une
visualisation de la flore bactérienne de surface de la peau (Figure 8, p.38 et Figure 10, p.41).
Notons que depuis peu, en raison de modifications de pratiques professionnelles au sein du
service de Bactériologie et d’Hygiéne Hospitaliere du CHU de Nantes, notamment la mise en
place d’une chaine d’automatisation, les écouvillons COPAN classiques (COPAN, cat. #COP-
ETP) ont été remplacés par des e-swabs utilisés avec 1 mL de liquide de transport Amies

(COPAN, cat. #LQ AMIES) a partir de Mars 2018 (Figure 11, p.42).
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Figure 11 : Les trois techniques d’échantillonnages : (a) un e-swab ; (b) un écouvillon COPAN classique ;
(c) un strip ; (d) une lame de scalpel utilisée pour la technique du « scrape ».

A.5.b La technique du strip

Elle permet d’avoir acces a la flore présente en surface mais également a 1’intérieur de
I’unité pilosébacée principalement. En effet, une fois collé sur la peau, le strip préalablement
humidifié va sécher et étre arraché, ce qui délogera I’intérieur de I’infundibulum, qui restera
collé au niveau du strip et pourra étre récupéré pour 1’analyse des bactéries (Figure 8, p.38 et
Figure 11, p.42). Cette méthodologie permet I’accés a un niveau d’information différent
concernant les communautés bactériennes observées par rapport a la technique précédente.
Ainsi, il est possible d’analyser les communautés présentes dans les couches supérieures et

inférieures de la peau.
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A.5.c Latechnique du « scrape »

La technique du « scrape » consiste a gratter la surface de la peau a I’aide d’un scalpel.
Ce geste est non-invasif et ne laisse pas de cicatrice. Cette technique permet la collecte de
cellules épidermiques et les microbes associés, mais concerne essentiellement la surface de la

peau (Figure 10, p.41).

A.5.d Latechnique de la biopsie

La récupération de bactérie par cette technique, parait étre la plus exhaustive. En effet,
elle permet de recouvrir les bactéries présentes a la surface, mais également celles présentes
dans les couches inférieures de la peau (Figure 8, p.38 et Figure 10, p.41). Egalement, cette
technique permet la récupération d’un nombre beaucoup plus important de bactérie, ce qui est
un point clé pour les étapes qui suivent 1’échantillonnage (extraction d’ADN...). Par exemple,
la technique du swab permet de récupérer environ 10 000 bactéries par cm? celle du
« scrape » permet de récupérer 50 000 bactéries par cm? alors que la biopsie permet de
récupérer environ 1 000 000 bactéries par cm” (Grice et al., 2008). Néanmoins, plusieurs
limites peuvent étre évoquées a 1’utilisation de cette technique. Elle constitue une méthode
plus invasive et s’aveére impossible éthiquement pour certaines zones sensibles et affichantes
(comme le visage). De plus, les bactéries de surface peuvent avoir ét¢ éliminées en raison de
I’antisepsie pré-opératoire de la zone prélevée et des zones adjacentes, communément réalisée
a I’aide de chlorhexidine aqueuse (0,2 %), ce qui induit une perte relative d’informations

(Nakase et al., 2018).

43



Points de synthése

e La différence entre les notions de « microbiome » et « microbiote » peut étre source de
confusions.

e Le microbiote correspond a une partie des communautés microbiennes présentes dans un
environnement donné, identifiées par culture et/ou par amplification d’une seule
séquence spécifique (ARNr 16S pour les bactéries, ITS1 pour les champignons).

e Le microbiome analyse les génes et les génomes du microbiote, et également les produits
du microbiote et de 1'environnement héte.

o [l existe différentes couches cutanées, portant toutes des niches écologiques particulicres
ou résident des micro-organismes différents.

e Pour échantillonner ces différentes zones de la peau, plusieurs techniques existent et ne
donnent pas acceés aux mémes niveaux d’informations, principalement : 1’écouvillonnage,
le strip, le « scrape » et la biopsie.
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B. Le microbiote cutané

Le microbiote cutané est constitué de plusieurs micro-organismes dont des bactéries.
Plusieurs de ces bactéries, commensales ou non, sont connues pour étre impliquées dans
I’apparition, la persistance, voire 1’aggravation de certaines dermatoses inflammatoires
(Abeck and Mempel, 1998; Lomholt and Kilian, 2010; Yamazaki et al., 2017). C’est le cas de
Staphylococcus aureus dans la dermatite atopique (Abeck and Mempel, 1998), mais aussi de

C. acnes dans I’acné (Lombholt and Kilian, 2010).

B.1  Présentation et taxonomie de C. acnes

Le bacille Cutibacterium acnes a été isolé pour la premicre fois en 1909 par Orla-
Jensen. Il fait partie de la flore commensale humaine cutanée. Historiquement, C. acnes a été
isolé¢ a partir d’un patient souffrant d’une dermatose chronique appelée « acne vulgaris »
(Orla-Jensen, 1909). A la suite de cette description, la taxonomie des ex-Propionibacterium a
subi d’importantes modifications qui ont conduit a des changements d’appellations successifs.
En effet, C. acnes a été classé parmi les especes de Bacillus puis parmi celles des
Corynebacterium (Cummins and Johnson, 1974; Gilchrist, 1900). Plus tard, Douglas et
Gunter ont démontré en 1946, que cette espece bactérienne était en réalité plus proche du
genre Propionibacterium en raison de leur capacité a produire de 1’acide propionique en
fermentant le lactose, sous atmosphere anaérobie (Achermann et al., 2014; Douglas and
Gunter, 1946). Cutibacterium acnes a depuis longtemps ¢été associ¢ a l'une des plus
communes dermatoses, 1’acné (Aubin et al., 2014; Paugam et al., 2017). Plus récemment, il a
¢galement été associé a d’autre types de maladie de peau comme I’hypomélanose maculeuse
progressive (Barnard er al., 2016a; Petersen et al., 2017), et les folliculites du cuir chevelu
(Frenard et al., 2018). Plus globalement, C. acnes a également été décrit dans des tissus issus
de cancer de la prostate (Mak et al., 2013), de sarcoidose (de Brouwer er al., 2015), et

d’infections ostéo-articulaires suite a des poses de protheéses (Aubin et al., 2017a).

45



Enfin, Propionibacterium acnes a récemment changé de nom et s’appelle désormais
Cutibaccterium acnes, aprés un remaniement taxonomique suite aux travaux de I’équipe de

Scholz et al. (Scholz and Kilian, 2016).

B.2  Typage et phylogénie de C. acnes

Depuis une quinzaine d’année, la description des sous-types de C. acnes a été réalisée
par plusieurs équipes a travers le monde (Barnard ef al., 2015a; Lombholt and Kilian, 2010;
McDowell et al., 2005, 2008; Scholz et al., 2014). Actuellement, trois niveaux de
caractérisation moléculaire co-existent pour réaliser le typage moléculaire de C. acnes (Figure

12, p.46) :
e Le phylotype (avec six types majeurs) ;

e Le complexe clonal (déterminé par la technique du Multi-Locus Sequence Typing, ou

MLST) ;

o Le type SLST (déterminé par la technique du Single-Locus Sequence Typing, ou SLST).

Complexes clonaux
Phylotypes CC18, CC28,

CC53, CC31...
\ Cutibacterium acnes /

-

Types SLST

Al, A5, D1, E3,
G1, K1, K2...

IAl, 1A2, 1B,
IC, 11, 1l

Figure 12 : Représentation schématique des trois niveaux de charactérisation existant actuellement pour le
typage moléculaire de C. acnes. Photographie centrale extraite de (Dekio ez al., 2015).
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Présentation des phylotypes de C. acnes

Le premier niveau de caractérisation concerne I’identification du phylotype des
souches de C. acnes. Au cours de la derniére décennie, plusieurs propositions ont été réalisées

par différentes équipes internationales :

e trois grands groupes phylogénétiques : IA, IB et II (McDowell et al., 2005; Valanne et al.,
2005) ;

e puis en quatre groupes : [A, IB, Il et III (McDowell et al., 2008) ;

e puis en cing groupes : A, IB, IC, II et IIT (McDowell et al., 2012a) ;

e ct enfin en six groupes phylogénétiques : [IA1, [A2, IB, IC, II et III (McDowell et al.,
2012b).

Ainsi, actuellement, les phylotypes de C. acnes sont au nombre de six : IA1, A2, IB,
IC, Il et III (McDowell et al., 2012b). En 2015, il a été proposé que ces phylotypes définissent
des sous-especes de C. acnes. Aussi, sur la base notamment de différences morphologiques,
les souches de C. acnes appartenant au phylotypes I et II correspondaient a C. acnes subsp.
acnes, et celles appartenant au phylotype III correspondaient a C. acnes subsp. elongatum
(Dekio et al., 2015). Plus récemment, en 2016, McDowell et al. ont proposé¢ de renommer les
phylotypes I et II, en Cutibacterium acnes subsp. acnes et Cutibacterium acnes subsp.
defendens respectivement (McDowell er al., 2016). Ces auteurs défendent cette nouvelle
taxonomie sur la base de différences phylogénétiques, mais aussi sur un pourcentage

d’hybridation ADN-ADN inférieur a 80 % entre les deux types.
Présentation des complexes clonaux (CC) de C. acnes

Le deuxiéme niveau de caractérisation est basé sur 1’identification du complexe clonal
(CC) ou des Séquences Types (ST) des souches considérées. Elle est réalisée par la technique
de Multi-Locus Sequence Typing (MLST). Cette méthode de typage moléculaire est apparue
en 1998 pour Neisseria meningitidis (Maiden et al., 1998). Elle permet de regrouper les sous-
types d’une bactérie dans des complexes clonaux (CC), afin d’établir plus aisément des
corrélations entre ces derniers et certaines maladies ou certaines épidémies (Lomholt and
Kilian, 2010). A noter qu’un complexe clonal est sous-divisé en plusieurs « Sequence Types »

(ST) (Figure 13, p.48).
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Figure 13 : Apercu des grands clones circulants au sein de la population de C. acnes. Analyses eBURST
réalisées d’apres le schéma MLST d’Aarhus (voir ci-aprés). Les souches dérivées de prostatectomie sont
associées avec les ST encadrés en rouge. Extrait de (Mak et al., 2013).

Actuellement, plusieurs études ont décrit la fréquence de différents complexes clonaux
en association avec un panel de diverses maladies. Par exemple, Mak ef al. ont décrit un lien
entre le cancer de la prostate et une prédominance du CC53/60 et CC53 (Figure 13, p.48)
(Mak et al., 2013). Sur le plan cutané, nous pouvons évoquer le lien entre le CC18 et I’acné,

décrit selon plusieurs études (Lomholt and Kilian, 2010; Lomholt ez al., 2017).

\

C’est notamment grace a cette méthode qu’il est possible d’établir un arbre
phylogénétique, illustrant les distances génétiques existantes entre chaque souche. Elle est
basée sur 1’identification des alléles pour chaque géne étudié (sept, huit, ou neuf geénes suivant
le schéma MLST choisi). Dans 1’ordre chronologique de leur description, les différents all¢les
de chaque genes ont été numérotés (1, 2, 3...), et en fonction de la combinaison finale, nous
obtenons le profil allélique de la souche considérée. Ainsi, il est possible de déterminer a quel

complexe clonal appartient la souche considérée. Plusieurs schémas MLST, tous basés sur un
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nombre différent de génes, ont été proposés par différentes équipes ces dernieres années. Le
premier schéma MLST existant était basé sur I’analyse et le s€quengage partiel de neuf genes.
Il a été mis au point en 2010 (Lomholt and Kilian, 2010). Ce schéma, aussi appelé “schéma
d’Aarhus”, a été le premier décrit pour C. acnes. La base de données consultable sur le site
http://www.mlst.net/ répertorie tous les complexes clonaux connus a ce jour (143 décrits le

07/05/2018, derniere consultation).

A la suite de la description de ce schéma MLST, McDowell et al. a également publié
un schéma MLST, basé sur 1’analyse de sept génes, un an plus tard (McDowell et al., 2011).
Cet article a également donné lieu a une base de données publique, consultable sur le site
internet https://pubmlst.org/pacnes/ et répertorie actuellement 138 ST (derniére consultation

le 07/05/2018). Ce schéma bas¢ sur I’analyse de sept génes est appelé « schéma de Belfast ».

Seul le géne recA (la recombinase A) est commun aux deux schémas décrits. Un
article datant de 2011 décrit une comparaison trés bien documentée entre ces deux schémas, et
a montré que le schéma d’Aarhus est le plus discriminant (Kilian et al., 2011). En effet, dans
le schéma d’Aarhus, les séquences génétiques ciblées sont situées tout autour du génome
bactérien, avec une distribution équilibrée des cibles. A I'inverse, dans le schéma de Belfast,
les séquences ciblées sont concentrées sur une moitié¢ du génome bactérien (Figure 14, p.49)

(Kilian et al., 2011).

Aarhus scheme Belfast scheme
9 genes 7 genes

2.5e6|0

Figure 14 : Répartition des geénes utilisés pour le typage moléculaire selon le schéma d’Aarhus (MLSTO, le
gene zno ne figurant pas dans le schéma présenté) ou le schéma de Belfast (MLST7). Extrait de (Kilian et
al., 2011).
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Pour augmenter le pouvoir discriminant de son schéma MLST, McDowell et al. ont
propos¢ un nouveau schéma MLST basé sur leur précédente proposition, mais avec I’analyse
de huit séquences cibles au lieu de sept (McDowell et al., 2012b). Afin de gagner en temps et
réduire le colit, la méme équipe a développé un schéma MLST réduit, basé uniquement sur
I’analyse de quatre génes, en conservant le méme pouvoir discriminant que celui décrit en
2012 (McDowell et al., 2013). En revanche, suite a la premiére description de ce schéma en
2013, aucune étude clinique n’a étudié la phylogénie et le type de souche de C. acnes a ’aide
de cette technique. Le pouvoir discriminant de ce schéma n’a donc pas ¢ét¢ validé dans la

littérature scientifique.

Dans ce travail de thése, nous avons utilis€é le schéma d’Aarhus, basé sur le

séquencage partiel de neuf génes de ménage, comprenant un total de 4287 nucléotides.
Présentation des types SLST de C. acnes

La technique de détermination du type SLST a été développée en 2014 par Scholz et
al. (Scholz et al., 2014). Cette méthode de typage moléculaire est basée sur 1’analyse d’un
locus unique du génome de C. acnes. La portion d’ADN amplifiée permet 1’identification du
type SLST auquel appartient la souche considérée (A1, A5 etc). Les séquences de référence
pour l'alignement et les amorces sont décrites dans l'interface en ligne disponible sur le site
http://medbac.dk/slst/pacnes. Cette technique étant récente, peu d’articles décrivent
actuellement les types SLST retrouvés sur la peau. En 2017, deux études pionnicres ont décrit
les types SLST de C. acnes isolés a partir d’échantillons provenant de patients atteints d’acné

modéré a sévere (Nakase ef al., 2018; Paugam et al., 2017).

B.3  Staphylococcus epidermidis

L’historique de découverte des staphylocoques est caractérisé, comme pour tous les
genres bactériens, par de nombreuses reclassifications et changement de noms successifs des
especes. Historiquement, des chirurgiens tels que Billroth, rendant compte de Coccobacteria
septica en 1874 (Billroth, 1874), et Ogston, qui a ensuite proposé le terme Staphylococcus en
1882 (Ogston, 1882), ont été les premiers a relier la présence de staphylocoques avec des

infections de plaies (Billroth, 1874; Ogston, 1880, 1882). En 1884, Rosenbach FJ. démontre
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leur potentiel pathogéne notamment par des cultures et des expériences in vivo, récupérant
différents micro-organismes a partir d'abces. Ceux-ci ont ét¢ nommés "Staphylococcus
pyogenes aureus" et "Staphylococcus pyogenes albus" (Rosenbach, 1884). Ce n’est qu’en
1891 que le pathologiste Welch WH. décrit Staphylococcus epidermidis albus, actuel S.
epidermidis, comme un résident constant de I'épiderme humain, également retrouvé dans les
plaies aseptiques (Welch, 1891). Staphylococcus epidermidis appartient au genre
staphylocoque et a donc une morphologie en cocci. C’est une bactérie a Gram positif qui se
développe principalement en aérobiose. Un schéma MLST existe également pour S.
epidermidis et a permis de mettre en évidence 1’existence de sous-groupes et ainsi les relier a
certaines maladies ou certaines épidémies (Mendes et al., 2012). Staphylococcus epidermidis
est connu pour étre trés couramment retrouvé a la surface de la peau, et est considéré tout
comme C. acnes, soit comme une bactérie commensale de la flore cutanée normale humaine,

soit comme un contaminant de certains prélévements (Grice et al., 2008).

Points de synthése

o Cutibacterium acnes et S. epidermidis sont deux entités majeures de la flore commensale
cutanée humaine.

e Cutibacterium acnes peut étre sous-divisé en six grands phylotypes connus a ce jour :
IA1, IA2, IB, IC, 11, et III.

e Deux autres niveaux de caractérisation moléculaire existent concernant C. acnes, il s’agit
des complexes clonaux et des types SLST.

e Plusieurs complexes clonaux sont contenus dans un phylotype de C. acnes (IA1 : CC18,
CC28...), et plusieurs types SLST sont contenus dans un complexe clonal (CC18 : Al,
AS..).
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C. Immunité innée de la peau saine
C.1 Les acteurs de I’immunité innée cutanée

La peau est a l'interface entre le milieu interne de notre organisme et I’environnement
extérieur. En contact direct avec cet environnement, elle se trouve constamment agressée par
des pathogenes microbiens exogénes (Braff and Gallo, 2006; Eyerich et al., 2018).
Aujourd’hui, il est admis que I'un des rdle majeur de la peau est de défendre le corps en
assurant une réponse immunitaire innée en cas de blessures et ou d’agressions microbiennes
(Dréno et al., 2016a; Pasparakis er al., 2014). Cette barriere immunitaire comprend une
réponse innée qui est immédiate, ainsi qu'une réponse adaptative qui met plusieurs jours a

s’installer (Cavaillon, 2010).

La présence d’un agent pathogeéne au niveau de 1’épiderme va induire ’activation des
PRRs (Pattern Recognition Receptors), qui sont des récepteurs de I'immunité immédiate
incluant les TLRs (Eyerich et al., 2018; Kumar et al., 2011; Pasparakis et al., 2014). Cette
voie de signalisation va induire la production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires
et conduire au recrutement d’effecteurs au niveau du site d’infection, comme des
macrophages et des cellules dendritiques (Eyerich et al., 2018; Pasparakis et al., 2014).
L’intervention de ces médiateurs pourra également survenir dans le transport d’antigénes au
niveau des organes lymphoides secondaires afin d’étre présentés a des lymphocytes T et ainsi

mettre en place une réponse immunitaire adaptative.

Dans ce travail de Thése, c’est le systétme immunitaire inné que nous avons plus
particulierement étudié. Le systéme immunitaire inné cutané est constitu¢ d’effecteurs
résidents ou recrutés au niveau de la peau (Figure 16, p.54 et Figure 17, p.54). Ces effecteurs
expriment a leurs surfaces des récepteurs spécifiques aux PAMPs, se sont les PRRs (de
Koning et al., 2010). Ils sont classifiés en quatre grandes familles (Figure 15, p.53) (de
Koning et al., 2010; Mogensen, 2009) :

e les TLRs (Toll-Like Receptors),

e les CLRs (C-type Lectin Receptors),
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e les NLRs (Nucleotide Oligomerisation Receptors),

e les RLRs (RIG-1 like Receptors).

Les PRRs permettent aux cellules de I'immunité innée de réaliser une veille contre les

agents pathogénes (de Koning et al., 2010; Mogensen, 2009). Ces différents récepteurs sont

plus ou moins spécifiques de certaines classes de pathogénes microbiens. Aussi, les TLR-2 et

TLR-4 semblent étre plus spécifiquement impliqués dans la reconnaissance des bactéries

(Figure 15, p.53) (Mogensen, 2009).
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Figure 15 : Reconnaissance des PAMPs provenant de différentes classes de pathogénes microbiens. Extrait
de (Mogensen, 2009). Glycoproteins : GP ; LipoProteins : LP ; PeptidoGlycanes : PG ; LipoTeichoic Acid :

LTA ; LipoPolySaccharides :

LPS ; GlycosylPhosphatidyllnositol : GPI; NACHT, LRR and PYD

domains-containing Protein 3 : NALP3 ; Nucleotide-binding Oligomerization Domain 2 : NOD2 ; Ice
Protease-Activating Factor : IPAF; Retinoic acid-Inducible Gene 1: RIG-I; MDAS: Melanoma
Differentiation-Associated gene 5 ; PKR : Protein Kinase R.
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Figure 16 : Les différents niveaux et composants de la barriére cutanée. FAA : acides gras libres; ILC :
cellule lymphoide innée; iNKT : cellule tueuse naturelle invariante; Trm : cellule de mémoire résidant dans
le tissu. Extrait de (Eyerich et al., 2018).
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Figure 17 : Représentation schématique de toutes les cellules immunitaires innées et adaptatives de la
peau. Extrait de (SanMiguel and Grice, 2015).

Comme décrit par SanMiguel et Grice en 2015, I'épiderme contient principalement des
cellules dendritiques de Langerhans et des lymphocytes T CD8+ pour constituer sa veille
immunitaire (Figure 17, p.54) (Eyerich et al., 2018; SanMiguel and Grice, 2015). Le derme
abrite une population plus variée de cellules immunitaires comme des cellules dendritiques,

des cellules Natural Killer (NK), des mastocytes, ainsi que des cellules adaptatives CD4+
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Thl, Th2, Th17 et Th22 (Figure 17, p.54) (SanMiguel and Grice, 2015). Ces cellules
immunitaires mais aussi les kératinocytes, synthétisent un panel de divers petits peptides
présentant une activité¢ antimicrobienne a large spectre contre les bactéries, les champignons
et les virus (Braff and Gallo, 2006; Clausen et al., 2018; Grone, 2002). Ces peptides
antimicrobiens agissent ¢galement comme effecteurs immunitaires a plusieurs niveaux en
stimulant la production de cytokines et de chimiokines, I'angiogenése et la cicatrisation (Braff
and Gallo, 2006; Chronnell ez al., 2001; Clausen et al., 2018; Grone, 2002). Les cathélicidines
et les défensines constituent deux familles majeures de peptides antimicrobiens dérivés de la
peau, bien que de nombreux autres aient été décrits (Braff and Gallo, 2006). Ces molécules de
défense particuliéres incarnent un nouvel espoir notamment face aux phénomenes

d’antibiorésistance grandissants (Fernandez and Hancock, 2012).

C.2  Role de C. acnes dans I’activation de I’immunité innée cutanée

Le role de C. acnes dans D’activation du systétme immunitaire inné cutané est
maintenant bien documenté. En effet, de nombreuses études ont décrit son potentiel
inflammatoire. En 2005, Jugeau et al. ont démontré que C. acnes était capable d’induire
I’expression des Toll-Like Receptors dans un modéle de kératinocytes in vitro (Jugeau et al.,
2005). Plus spécifiquement, I’expression des TLR-2 et TLR-4 a été observée aprés incubation
de kératinocytes primaires avec des extraits membranaires de C. acnes (Jugeau et al., 2005).
La méme année, Nagy et al. ont démontré que différentes souches de C. acnes induisaient de
manicre sélective I’expression de la [B-défensine-2 et de I’IL-8, dans un modéle de
kératinocytes cultivés in vitro (Nagy et al., 2005). Cutibacterium acnes est également connu
pour stimuler la production d’IL-1a par les kératinocytes, conduisant a I’augmentation de leur
prolifération et potentiellement a la formation du microcomédon (Guy et al., 1996). Dans le
cadre de I’acné, I’activation de ’immunité innée par C. acnes repose essentiellement sur les
TLR-2 et TLR-4, qui jouent un role central dans la réponse inflammatoire. En effet, ils
permettent la translocation du facteur de transcription NF-xB et 1’induction puis le maintien
de la phase inflammatoire. Néanmoins, le maintien de cette phase inflammatoire nécessiterait

I’activation conjointe du TLR-9 (Kalis et al., 2005).

Plus récemment, plusieurs études ont démontré que différents sous-groupes de C.
acnes étaient capable d’induire des réponses immunitaires différentes dans des modeles in

vitro (Jasson et al., 2013; Yu et al., 2016).
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Points de synthese

e La peau est a l'interface entre le milieu interne de notre organisme et 1’environnement
extérieur et constitue ainsi notre premicre ligne de défense face aux pathogenes exogenes.

e Une veille immunitaire est opérée au niveau de la peau par des cellules immunitaires,
principalement les lymphocytes CD8+ ainsi que les cellules de Langerhans.

e C(Cette veille immunitaire garantie une réponse immeédiate en cas d’infection par un
pathogéne, notamment grace a des récepteurs de I’immunité innée classés en quatre
familles : les TLRs, les CLRs, les NLRs, et les RLRs.

e Cutibacterium acnes est capable d’activer le systtme immunitaire inné cutané
principalement par la reconnaissance des TLR2 et TLR4.
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D. Microbiote cutané et dermatoses inflammatoires

De nombreuses études démontrent I’importance d’un bon équilibre entre les
différentes communautés microbiennes au sein du microbiote cutané afin de garantir
I’homéostasie de la peau et ’intégrit¢ de sa fonction « barriere » (Dréno et al., 2016a). La
dysbiose, un déséquilibre des communautés bactériennes au niveau du microbiote cutané, est
souvent observée dans les dermatoses inflammatoires, en particulier 1’acné (Dréno et al.,
2016a). Ainsi, le role du microbiote cutané a été mis en évidence dans 1’étiologie, la
persistance, et la gravit¢ de nombreuses dermatoses. Sa capacité a activer le systéme
immunitaire inné est sans doute un facteur clé, observé dans ces contextes de dermatoses

inflammatoires (Dréno et al., 2016a).

D.1 Microbiote cutané et acné

L’acné est une dermatose inflammatoire chronique multifactorielle du follicule pilo-
sébacé (Figure 18, p.57 et Figure 19, p.58). Barnard et al. ont récemment décrit une
comparaison d’abondance relative des especes bactériennes retrouvées dans les follicules

pileux de patients atteints d’acné et d’individus sains (Figure 20, p.59).

Figure 18 : Photographie d’un patient de 18 ans atteint d’acné conglobata au niveau du visage, avant
(gauche) et aprés (droite) six mois de traitement par isotrétinoine a 1 mg/kg/jour (dose cumulative 144
mg/kg). Extrait de (Orfanos and Zouboulis, 1998).
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Figure 19 : Photographie d’un patient de 18 ans atteint d’acné fulminans au niveau du dos, présentant des
Iésions nodulaires et nécrotiques. Extrait de (Saint-Jean et al., 2015).

Dans cette étude, Cutibacterium acnes était la bactérie cutanée dominante chez tous
les individus (sauf un). Ainsi, ces analyses des communautés bactériennes n’ont pas démontré
de différences importantes entre le groupe atteint d’acné et le groupe sain. De maniére
surprenante, cette ¢tude a mis en évidence une tendance a I’augmentation de 1'abondance
relative de C. acnes et de C. granulosum chez les individus sains comparés aux patients
souffrant d'acné (Figure 20, p.59) (Barnard et al., 2016b; Fitz-Gibbon et al., 2013). Ces
données suggerent un rdle protecteur potentiel de C. acnes et C. granulosum et sous-entendent
I’importance d’autres facteurs impliqués dans la physiopathologie de 1’acné, notamment

I’immunité innée (Barnard ez al., 2016b).
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Figure 20 : Analyses de 1'abondance relative des espéces bactériennes retrouvées dans les follicules pileux
de patients atteints d’acné versus sujets sains (Barnard et al., 2016b).

Ainsi, ces données soulignent I’importance de mener des investigations a une autre
¢chelle, celle des sous-types des bactéries présentes au niveau de la peau, notamment les sous-
groupes de C. acnes et de S. epidermidis (Barnard et al., 2016b; Fitz-Gibbon et al., 2013). Ce
type d’investigations a ét¢é mené par plusieurs groupes, et le phylotype A1 appartenant au
CCI18 apparait comme le clone prédominant dans I’acné (Lomholt and Kilian, 2010;
McDowell et al., 2013). Plus récemment, deux articles ont décrit les types SLST de C. acnes
retrouvés plus fréquemment sur la peau de patients atteints d’acné modérée a séveére comparé
a des individus sains (Nakase et al., 2017; Paugam et al., 2017). Ces études ont démontré que
les types SLST Al et AS, tous deux appartenant au phylotype IA1, sont associés a cette
dermatose inflammatoire (Nakase et al., 2017; Paugam et al., 2017). En revanche, aucune
¢tude mécanistique in vitro permettant d’évaluer si cette prédominance est une cause ou une
conséquence de la maladie, n’est actuellement disponible dans la littérature scientifique. Par
ailleurs, malgré la prévalence importante d’un sous-type de C. acnes en contexte d’acné, ces
¢tudes ne semblent pas suffisantes pour expliquer 1’apparition des lésions inflammatoires
d’acné, notamment parce-que le phylotype IA1 est également retrouvé sur la peau des sujets
sains (Scholz er al., 2014), ce qui en fait un sous-type « sélectionné » et prédominant dans

I’acné, mais non-étiologique.
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De nombreuses ¢études suggérent I’implication d’autres facteurs dans la
physiopathologie de 1’acné, notamment ’activation anormale du systéme immunitaire innée
(Paugam et al., 2017; Saint-Jean et al., 2016), mais également la morphologie de la peau qui
est propre a chaque individus. En effet, une étude basée sur des analyses de microscopie
confocale a montré que des anomalies des follicules pilosébacés étaient présentes sur la peau
cliniquement saine des femmes adultes souffrant d'acné, présentant a la fois des signes
d’infiltrat inflammatoire et d’hyperkératinisation ainsi qu’une dilatation anormale des

infudibulum comparé a un groupe sain (Figure 21, p.60) (Muguet Guenot et al., 2018).

Figure 21 : Photographie montrant un infudibulum dilaté, dans lequel sont visibles des Demodex, prise par
microscopie confocale. Extrait de (Muguet Guenot et al., 2018).

Ainsi, dans ce contexte particulier, la topographie de la peau pourrait représenter un

terrain favorisant I’apparition de I’acné (Muguet Guenot et al., 2018).

D.2  Microbiote cutané et dermatite atopique

La dermatite atopique est une dermatose inflammatoire également appelée eczéma,
associée a une dysbiose et une colonisation de la peau par S. aureus (Bieber, 2008; Yamazaki
et al., 2017). C’est une dermatose trés fréquente, souvent associée a d’autres maladies
atopiques, telles que la rhinite allergique et I’asthme (Bieber, 2008). Elle touche jusqu’a 20 %
des enfants et jusqu’a 3 % de la population adulte (Figure 22, p.61) (Nutten, 2015).
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Figure 22 : Photographie de Iésions inflammatoires prurigineuses typiques observées chez deux patients
atteints de dermatite atopique. Extrait de (Bieber, 2008).

Bieber T. a mis en évidence que les 1ésions de dermatite atopique étaient fréquemment
colonisées par la bactérie S. aureus, ou par des fungi tels que Malassezia. Les patients avec
une dermatite atopique sont également connus pour étre prédisposés a d’autres dermatoses
telles que I’eczema herpeticum et 1’eczema vaccinatum, en raison d’une faible production de
cathélicidine, connue pour son role puissant d’antiviral (Bieber, 2010). L’affaiblissement du
systtme immunitaire inné cutané par le microenvironnement régnant au sein d’une peau
atteinte de dermatite atopique constitue une hypothése pour expliquer la colonisation de la
peau par S. aureus, colonisation touchant plus de 90 % des patients atteints par cette

dermatose (Bieber, 2010).
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Figure 23 : Les différentes voies menant a la sensibilisation et I'inflammation causées par S. aureus, extrait
de (Bieber, 2008). TSLP : Thymic Stromal Lymphopoietin, CLA : Cutaneous Lymphocyte-associated
Antigen.

A travers plusieurs mécanismes, S. aureus et les molécules qu’il sécrete dans le milieu
extracellulaire constituent des signaux qui favorisent la sensibilisation cutanée et
lI'inflammation. Par exemple, la céramidase dérivée de S. aureus augmente la perméabilité de
la couche cornée et les entérotoxines synthétisées par 50 a 60 % des souches de S. aureus
colonisatrices, activent les lymphocytes T (Figure 23, p.62) (Bieber, 2008; Park et al., 2016).
Drailleurs, certaines études évoquent ces entérotoxines comme facteur de virulence
possiblement impliqué dans la physiopathologie de cette maladie (Jochmann et al., 2013;
Tomi et al., 2005). Staphylococcus aureus induit €galement l'expression de l'antigéne cutané
lymphocytaire associé¢ au récepteur de la peau (CLA) sur les lymphocytes T. Aussi, deux
chimiokines kératinocytaires, la lymphopoiétine stromale thymique (TSLP) et 1'lL-31, sont
induites et augmentées par les entérotoxines de S. aureus (Figure 23, p.62) (Bieber, 2008).

Elles contribuent également a la résistance aux corticostéroides des lymphocytes T et alterent
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l'activité des lymphocytes T régulateurs. Aussi, les IgE spécifiques de S. aureus générées par
le systtme immunitaire peuvent se lier aux récepteurs FceRI sur les cellules dendritiques et
initier une réaction face a cette bactérie, via les IgE (Figure 23, p.62) (Bieber, 2008). Ce
modele est un parfait exemple de I'importance de 1’équilibre qui régne entre chaque
communauté microbienne a la surface de la peau. L’activation anormale du systéme

immunitaire inné a pour conséquence 1’apparition d’une inflammation cutanée.

De maniére intéressante et plus récemment, Francuzik er al. ont mis en évidence que
I’abondance de C. acnes était inversement corrélée a celle de S. aureus en contexte de
dermatite atopique (Francuzik er al., 2018). L’hypothése avancée par ces auteurs est que les
produits de fermentation de C. acnes seraient capables d’inhiber la croissance de S. aureus et
de S. epidermidis. Ces résultats suggérent que cette modification sélective du microbiote de la
peau pourrait potentiellement €tre utilisée comme stratégie thérapeutique pour traiter la
dermatite atopique (Francuzik et al., 2018). D’autres études décrivent le méme type de
régulation de croissance, notamment entre S. epidermidis et C. acnes (Christensen et al.,
2016). Dans cette étude, Christensen et al. ont décrit une inhibition de croissance réalisée par
certaines souches de S. epidermidis sur C. acnes, et inversément. Ces inhibitions de
croissances étaient réalisés par l’intermédiaire de bactériocines, notamment I’épidermine

(Christensen et al., 2016).

D.3  Microbiote cutané et psoriasis

Le psoriasis est une maladie inflammatoire auto-immune, chronique, non-contagieuse,
récidivante et inflammatoire (Figure 24, p.64). Dans les pays occidentaux, sa prévalence est
estimée a 2,8 % (Schon and Boehncke, 2005). En 2013, Alekseyenko et al. ont décrit qu’une
réduction de la diversité microbienne était observée en contexte de psoriasis, en particulier au
sein des lésions psoriasiques (Alekseyenko et al., 2013). Les résultats de cette étude indiquent
que le psoriasis induit des changements physiologiques, aussi bien au niveau de la 1ésion,
qu’au niveau systémique, entrainant la sélection d’un microbiote particulier, parmi les types
de peaux testés cliniquement dans cet essai. Ces différences de structure de communauté
microbienne chez les patients atteints de psoriasis sont potentiellement importantes pour

mieux comprendre la physiopathologie et aider au diagnostic de cette dermatose.
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Figure 24 : Photographie d’une patiente atteinte d’un psoriasis. Extrait de (Togni et al., 2014).

D.4  Microbiote et folliculites du cuir chevelu

La folliculite decalvante est une alopécie chronique, destructrice, cicatricielle (Figure
25, p.64). La physiopathologie de cette maladie n'est pas connue a ce jour, méme si certains
micro-organismes appartenant au genre staphylocoque ainsi qu’une réponse inflammatoire

excessive dans le cuir chevelu semblent étre impliqués (Wolff ez al., 2016).

Il a récemment été¢ évoqué que deux types de folliculites du cuir chevelu existeraient,
I’une associée a S. aureus et I’autre plutot associée a la présence de C. acnes (Frenard et al.,
2018). Actuellement, il n’existe pas d’étude décrivant le microbiote cutané présent au niveau
des 1ésions de folliculites du cuir chevelu, et cela reste un domaine de choix pour de futures

investigations.

Figure 25 : Photographie d’une patiente atteinte de folliculite decalvante. Alopécie cicatricielle avec
papules inflammatoires, pustules, crotites et poils touffus. Extrait de (Wolff et al., 2016).
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D.5 Microbiote cutané et hypomélanose maculeuse progressive

L’hypomélanose maculeuse progressive est une maladie d’étiologie inconnue,
caractérisée par des macules asymptomatiques hypopigmentées situées principalement sur le

tronc et le dos (Figure 26, p.65) (Kim et al., 2012).

Figure 26 : Photographie de la dépigmentation typique observée chez un patient atteint d’hypomélanose
maculeuse progressive (Kim et al., 2012).

Deux études indépendantes récentes démontrent la prédominance du phylotype 111
de C. acnes dans I’hypomélanose maculeuse progressive (Barnard et al., 2016a; Petersen et
al., 2017). Cette découverte est une nouvelle preuve qu’un microbiote particulier peut €tre
retrouvé dans un contexte de dermatose. Dans ce cas précis, une sous-espece bactérienne, le
phylotype III de C. acnes, est surreprésentée sur la peau lésionnelle (73,9 %) comparé aux
individus sains (14,2 %) (Petersen et al., 2017). Ce sous-type particulier prend alors

I’avantage sur les autres et, par conséquent, entraine une perte de la diversité microbienne.

D.6  Microbiote cutané et cancers

Trés récemment, une équipe Américaine a démontré une possible implication de S.
epidermidis dans les cancers cutanés (Nakatsuji et al., 2018). En effet, leur étude démontre un
role protecteur de cette bactérie dans le développement de néoplasie, dans un modele murin.
D’aprés cette étude, S. epidermidis sécréte une enzyme, la 6-HAP (6-N-
HydroxyAminoPurine), capable d’inhiber de manicre sélective la prolifération de lignée
tumorale, avec aucun effet sur celle des kératinocytes primaires (Nakatsuji et al., 2018). Ce
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phénomeéne antiprolifératif serait dii a la capacité¢ de la 6-HAP d’inhiber spécifiquement
l'activité de I’ADN-polymérase des cellules tumorales (Nakatsuji et al., 2018). Par ailleurs, ils
démontrent que la résistance a la 6-HAP est associée a 1I’expression de composés capables de
réduire I’amidoxime mitochondrial, enzyme qui n’était pas retrouvée dans les cellules
sensibles a ce composé. Pour confirmer leur concept, I’injection intra-veineuse de 6-HAP a
des souris a permis de mettre en évidence une inhibition de croissance de la lignée tumorale
de mélanome B16F10, sans toxicité systémique observée. Des analyses génétiques in silico
menées sur des souches issues de 22 sites corporels sur 18 sujets sains, ont permis de
souligner que les souches produisant cette enzyme étaient couramment retrouvées au niveau

de la peau humaine (Nakatsuji et al., 2018).

D.7  Les liens entre les différents microbiotes

Une théorie émergente de la littérature scientifique décrit un lien potentiel entre les
différents microbiotes du corps humain. En effet, dans une revue de 2017, Langan E.A. et al.
suggeérent que des thérapies innovantes verront le jour trés prochainement, basées sur la
modulation du microbiote, notamment par [’utilisation d’antibiotiques (topique ou
systémique) ou d’antiseptiques, ou encore de transplantation du microbiote cutané intra- ou
inter-individuelle. Un autre traitement a ¢t€¢ suggéré, notamment basé sur les communications
croisées entre le microbiote intestinal et le microbiote cutané (utilisation de pré- ou pro-
biotiques). Ces traitements ont été suggérés dans la prise en charge du psoriasis, mais cette
théorie pourrait se développer pour d’autres dermatose inflammatoires telles que la dermatite

atopique, ou encore I’acné (Langan et al., 2017; Notay et al., 2017).

D.8 La communication cellule hote-bactéries commensales

Les signaux qui régissent la communication entre les bactéries de notre corps et notre
systéme immunitaire sont complexes et cette communication constante repose sur un équilibre
fragile (Dréno et al., 2016a; Egert et al., 2017). En effet, pour permettre aux bactéries de vivre
sur notre corps (i.e. la peau), ou méme a l’intérieur (i.e. ’intestin), et de participer au bon

fonctionnement de certains de nos organes, il faut que ces bactéries commensales soient
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tolérées par le corps pour éviter des réactions inflammatoires inappropriées et chroniques. De
ce fait, nous portons tous des bactéries a la surface de notre corps, sans pour cela que notre
peau réagisse par une réaction inflammatoire. Il existe donc une régulation complexe et
encore mal connue des communications entre le systtme immunitaire inné et le microbiote
cutané. Plusieurs équipes ont étudié ces voies de signalisation entre cellules hotes et bactéries
commensales. Une des voies d’exploration des plus innovantes, repose sur la sécrétion de
vésicules extracellulaires (Jan, 2017; Kaparakis-Liaskos and Ferrero, 2015). Les vésicules
extracellulaires sont apparues comme un mécanisme omniprésent pour le transfert
d'information entre les cellules et les micro-organismes a travers les trois régnes de la vie
(Coakley et al., 2015). De maniere intéressante, il a récemment été décrit que C. acnes était

capable de produire de telles vésicules (Figure 27, p.67) (Jeon et al., 2017).

Figure 27 : Exemple de vésicule extracellulaire produite par C. acnes, vue par microscopie électronique a
transmission (Jeon et al., 2017).

Figure 28 : Exemple de vésicule extracellulaire produite par Echinostoma caproni, montrée par la fléche
blanche (Coakley et al., 2015).
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0.5 um

Figure 29 : Exemple de vésicule extracellulaire provenant du produit de sécrétion de Heligmosomoides
polygyrus, I'échelle indique 0,5 pum. (Buck ef al., 2014).

Ces vésicules extracellulaires sont produites par bourgeonnement a la surface de la
cellule. Ce phénoméne est décrit aussi bien chez les cellules eucaryotes que chez les cellules
procaryotes, notamment les bactéries (Figure 27, p.67, Figure 28, p.67, et Figure 29, p.68)
(Coakley et al., 2015; Jan, 2017; Kaparakis-Liaskos and Ferrero, 2015). Concernant les
vésicules extracellulaires produites par les bactéries, elles peuvent contenir plusieurs types de
molécules, y compris des molécules trés immunogenes et potentiellement pro-inflammatoires
comme du LPS pour les bactéries a Gram négatif, ou encore du LPA (Acide LiPotéichoique)

pour les bactéries a Gram positif (Figure 30, p.68) (Kaparakis-Liaskos and Ferrero, 2015).
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Figure 30 : Liste des molécules que peuvent contenir les vésicules extracellulaires issues de bactéries
(Kaparakis-Liaskos and Ferrero, 2015).
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De manicre intéressante, des liens entre les vésicules extracellulaires et les dermatoses
inflammatoires commencent a étre soulignés, notamment entre S. aureus et la dermatite
atopique (Jun et al., 2017). En effet, dans cette étude, les auteurs suggerent que les vésicules
extracellulaires issues de S. aureus seraient capable d’exacerber la dermatite atopique, dans
un mod¢ele de dermatite atopique in vivo (Jun et al., 2017). Enfin, une étude trés récente a
montré 1’induction d’un phénotype « acné » par des vésicules extracellulaires produites par C.
acnes, dans un mod¢le de kératinocytes (Choi et al., 2018). De plus, cette étude montre que la
réponse inflammatoire induite par les vésicules extracellulaires de C. acnes s’effectue par une

signalisation dépendante des TLR-2 (Choi et al., 2018).

L’ensemble de ces données suggerent que les vésicules extracellulaires bactériennes et
leur lien avec I’immunité innée dans les dermatoses inflammatoires représentent un domaine
de choix pour de futurs projets de recherche sur C. acnes et I’acné sévére, mais également

d’autres dermatoses inflammatoires.

Points de synthése

e Le microbiote cutané apparait comme un acteur incontournable impliqué dans de
nombreuses dermatoses inflammatoires y compris I’acné.

e Des communications constantes permettent aux micro-organismes du microbiote cutané
d’échanger avec les cellules hotes, et ces signaux constituent un fragile équilibre
permettant de réguler 1’activation du systéme immunitaire inné.

e (Ces communications entre les cellules hotes et les bactéries commensales de la peau
incarnent de nouvelles pistes d’investigations pour expliquer I’activation anormale du
systeme immunitaire inné observée en contexte de dermatoses inflammatoires.
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I11.

Objectifs
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L’objectif principal de ce travail de These a été d’apporter des éléments de compréhension
des mécanismes physiopathologiques menant a 1’acné sévere nodulaire. Ce travail s’est axé
autour de deux domaines complémentaires pour 1’é¢tude de 1’acné: la bactériologie et
I’immunologie. La premiere partie a concerné [’aspect bactériologique de I’acné, et la

deuxiéme partie a concerné I’immuno-dermatologie en contexte d’acné.

Dans un premier temps, le travail de These a consisté a réaliser la collecte des échantillons

a partir de I’inclusion des patients qui a débuté comme la Thése, en novembre 2015.

Dans un deuxiéme temps, cette étude a eu pour but de caractériser de manicre exhaustive
les isolats de C. acnes issus de 1’étude, retrouvés au niveau du visage et du dos de patients
atteints d’acné modéré du visage et d’acné sévere du dos, et de volontaires sains. Il s’agissait
ainsi de réaliser le typage moléculaire des souches selon les trois niveaux actuellement connus
(phylotype, complexe clonal et type SLST). Par cette étude, 1’objectif était de répondre a trois
questions :

» Existe-t-il une différence de phylotype de C. acnes retrouvé au niveau du visage versus le

dos d’un patient atteint d’acné ?

» Existe-t-il une différence de phylotype de C. acnes retrouvé sur le dos et le visage des

patients atteints d’acné comparé a des volontaires sains ?

» Existe-t-il une différence de phylotype de C. acnes retrouvé chez des patients atteints

d’acné de différente sévérité ? Est-ce qu'un phylotype est spécifique d’une acné sévere ?

A Tl’issue de cette partie, la prédominance importante du phylotype IA1 (CC18/Al) en

contexte d’acné sévere du dos a orienté I’étude sur une nouvelle question.

C’est ainsi que dans un troisieme temps, la Thése a visé¢ a décrypter I’impact de la
diversit¢ des phylotypes de C. acmnes sur le niveau d’activation de I’tmmunité innée en
contexte d’acné. En effet, le typage moléculaire des bactéries issues des patients inclus dans
I’é¢tude a orienté les investigations sur un objectif nouveau : déterminer si cette perte de
diversit¢ des phylotypes observée en contexte d’acné sévere était une cause ou une
conséquence de la maladie. Pour répondre a cette nouvelle question, un systéme in vitro de
cocultures entre des bactéries et des explants de peau humaine a été mis au point. En parallele

de ce travail, une caractérisation du niveau d’activation de I’immunité innée de la peau de
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patients atteints d’acné sévere en comparaison a des patients sains a été réalisée. Par ailleurs,
une caractérisation du niveau d’activation de I’'immunité innée a également été réalisée dans
deux types de 1ésions inflammatoires d’acné (papule et nodule) et comparée a de la peau non-

Iésionnelle de patients atteints d’acné sévere.

Des investigations complémentaires ont découlés du travail de These au fur et a
mesure de I’avancée de ’étude. Ils portaient sur la caractérisation plus détaillée des souches
de C. acnes issues des patients de notre projet et également sur I’étude métagénomique des
communautés bactériennes des échantillons collectés au cours de I’inclusion des patients.
D’abord, il s’agissait d’évaluer la capacité des souches de C. acnes a produire du biofilm.
Cette phase avait pour but de déterminer si la production de biofilm était identique d’un sous-
groupe de C. acnes a 1’autre. Elle avait aussi pour but de déterminer si la présence de
substances communément utilisées pour la prise en charge des patients atteints d’acné pouvait
influencer cette production (adapaléne, isotrétinoine, peroxyde de benzoyle). Ensuite, il
s’agissait de réaliser I’étude métagénomique des communautés bactériennes présentes sur le
dos et le visage des patients atteints d’acné sévére inclus dans 1’étude, en comparaison au

groupe sain également inclus dans 1’étude.

72



IV. Matériels et Méthodes
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A. Etude immuno-dermatologique

A.1  Inclusion des patients dans 1’étude

Dans le cadre du protocole numéroté RD.03.SPR.105704, le recrutement des patients
et volontaires sains pour ’étude a débuté dés novembre 2015. Cette étude avait pour
dénomination « Etude d’acquisition de connaissance sur la physiopathologie de I’acné sévere
nodulaire ». Elle était monocentrique, et enregistrée sous le numéro ID-RCB 2015-A01139-
40, sous la coordination du Professeur Brigitte Dréno. A la premicre visite, les patients
présentant de I’acné sévére du dos et respectant les critéres d’inclusion étaient sélectionnés.
Les criteres d’inclusions étaient : 1’age (16-35 ans), au moins deux nodules sur le dos, ayant
une période de sevrage d’au moins un mois pour les antibiotiques, six mois pour les rétinoides
oraux (i.e. isotrétinoine), et deux semaines pour les traitements topiques. Les volontaires sains
étaient sélectionnés selon des critéres différents, incluant une totale absence d’acné sur le
visage et le dos, ainsi qu'une absence de dermatoses actuelles ou passées. Tous les patients
ont signé un consentement éclairé et 1’étude a été approuvée par 1’autorité de santé
compétente, ’ANSM (Agence Nationale de Sécurit¢ du Médicament et des Produits de
Santé), et déposée sous le numéro 151141B-42. L’étude a également été approuvée par un
comité d’éthique : le Comité de Protection des Personnes (CPP), sous le numéro 21-15. Pour
chaque patient présentant de 1’acné, des scores de sévérité ont été établis par un dermatologue
expert pour le dos et le visage. Ces scores étaient estimés entre 0 et 5 en fonction de la
sévérité de I’acné (mineur a sévere) pour les deux zones considérées. Tous les scores ainsi que
les données cliniques ont été répertoriés ci-apres (Tableau 1, p.75). Les scores pour 1’acné du
dos ont été établis en suivant I’Echelle de Cotation des Lésions d’Acné (ECLA) (Dréno et al.,
1999). Les scores pour le visage ont été établis en suivant les recommandations du Groupe

Expert Acné (GEA) (Dréno et al., 2011).
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Score visage Genre 2 Score dos

N° de patient (GEA) Age (ECLA)
9008 2 F 21 5
9020 1 M 23 5
9001 1 M 24 4
9002 2 M 31 4
9004 2 M 22 4
9006 1 M 33 4
9014 1 M 21 4
9017 1 M 34 4
9021 2 F 24 4
9003 2 M 22 3
9005 1 M 29 3
9007 2 M 28 3
9009 1 M 33 3
9010 2 M 21 3
9011 2 M 22 3
9012 3 M 18 3
9013 3 F 19 3
9015 1 M 31 3
9016 1 M 20 3
9018 1 M 29 3
9019 1 M 21 3
9022 1 M 29 3
9023 1 F 26 3
9024 1 M 25 3

Tableau 1 : Données cliniques des patients atteints d’acné sévere inclus dans 1’étude. GEA: Groupe Expert
Acné; ECLA: Echelle de Cotation des Lésions d’Acné.

A.2  Echantillonnage des patients

Pour tous les patients inclus, des écouvillonnages ont été réalisés sur le visage et le dos
au cours de la méme visite, sur une surface de 1 cm englobant une 1ésion inflammatoire
(papule) pour les patients acnéiques, en frottant 1’écouvillon pendant 45 secondes. Les
échantillons ont été réalisés sur le visage et le dos, dans le groupe sain et le groupe acné.
L’écouvillon a été déchargé dans un tube contenant 1 mL de milieu BHI (Brain Heart
Infusion) et expédié¢ dans les 30 min au Service de Bactériologie et d’Hygiéne Hospitaliére du
CHU de Nantes. Chaque échantillon a été mis en culture en anaérobiose a 37°C pendant 7 a
10 jours. Les colonies présentant la morphologie typique de C. acnes ont été repiquées sur une
gélose Schaedler enrichie en vitamine K1 et 5 % de sang de mouton (BD, cat. #254042), pour

récupérer la souche prédominante de C. acnes. Tous les isolats ont été identifiés par Matrix-
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Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry avec un
spectrometre de masse Vitek® MS (MALDI-TOF MS) (bioMérieux SA, Marcy-1’Etoile,
France). Toutes les souches ont ¢été identifiées avec un indice de certitude d’une valeur

supérieure a 99,9 %.

A.3  Origines des explants de peau saine

Les explants ont été réalisés a partir de plasties humaines, a I’aide de punch de 4 mm
de diametres (Kai Medical cat. #LCH-PUK-40). Ces plasties ont ét¢ fournies par le
Département des Brilés et Chirurgie Plastique Adultes-Enfants du CHU de Nantes, dirigé par le Pr
Pierre Perrot. La collaboration a été amorcée suite a une présentation du projet devant les
membres du Département des Brilés et Chirurgie Plastique Adultes-Enfants du CHU de Nantes, le 3
Octobre 2016.

L’utilisation d’explants de peau issue de déchets de chirurgie plastique constitue un
biais dans I’étude des marqueurs de I’immunité innée et de la réaction inflammatoire observée
aprés incubation avec des lysats membranaires de C. acmnes. En effet, des différences
d’activation de I’immunité ont été suggérées d’une région a 1’autre du corps humain (Dajnoki
et al., 2017), et il n’est donc pas exclu que cela puisse induire des modulations propres au

modele que nous avons choisi d’utiliser.

Néanmoins, nous avons fait ce choix pour trois raisons principales : la prise en compte
de la complexité de la peau, la non-utilisation d’animaux de laboratoire, et la cohérence avec
les études précédemment publiées par notre groupe (Jasson et al., 2013). D’abord, compte
tenu que la peau est un organe complexe, constitué¢ de plusieurs types cellulaires, 1’utilisation
de plasties permet de prendre en compte I'intégralité de ces cellules et pas uniquement les
kératinocytes ou sébocytes, comme ceci aurait été le cas dans un modele de culture cellulaire
monocouche. Ensuite, depuis ces 10 derni¢res années, une sensibilisation croissante au sort
des animaux de laboratoire a encouragé les législateurs a restreindre 1'utilisation des animaux
pendant les procédures de tests, notamment via la mise en place de la regle des trois R
(réduction, raffinement et remplacement). De plus, il est décrit que 'utilisation du modéle
murin peut induire des confusions et n’incarne pas un modele parfait pour 1’é¢tude des

maladies humaines, en particulier quand il s’agit d’immunité (Mestas and Hughes, 2004), ce
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qui souligne I’intérét de trouver des solutions alternatives. L’utilisation de plasties issues de
déchets de chirurgie plastique représente une solution, et est actuellement commercialisée par
deux laboratoires Francais (Genoskin® et Episkin®), ce qui légitime d’autant plus I’utilisation
de ce modele. Enfin, ce modele a été précédemment utilisé par notre groupe et publi¢ a
plusieurs reprises (Isard et al., 2009; Jasson et al., 2013). L’utilisation d’'un mod¢le similaire
permet une comparaison des résultats plus aisée entre des études précédemment publiées et

les études actuelles.

A.4  Manipulations de cocultures entre C. acnes et les explants de peau humaine

Apres le dégraissage et le lavage du morceau de peau réceptionnée (Figure 31, p.78),
des punchs de 4 mm de diamétre ont été réalis€s comme décrit précédemment (Jasson et al.,
2013). Apres reconstitution des lysats bactériens (culot membranaire) dans 1 ml de DMEM
GlutaMAX™ (ThermoFisher Scientific, cat. #10569010), les explants cutanés ont été co-
cultivés avec des lysats de C. acnes pendant 6 h dans des plaques 24-puits (Figure 32, p.78), a
une concentration finale en protéines de 5 pg/mL. Les explants ont été co-cultivés soit avec
un phylotype de C. acnes seul (IA1, II ou III), soit avec une combinaison de phylotypes afin
de reproduire la diversité des phylotypes associée a une peau saine in vitro (IA1+II+I1I).
Apres incubation, les surnageants ont été prélevés, aliquotés et stockés a -80°C jusqu'aux
investigations ultérieures. Les explants ont ensuite été rincés deux fois dans du dPBS (Lonza,
cat. #BE17-512F), puis retirés du puits et fixés pendant 24 h dans du formaldéhyde a 4 %
(QPATH, VWR). La condition de contrdle positif a été réalisée en incubant des explants avec
du LPS provenant d'Escherichia coli (Sigma Aldrich, L4391-1MG). La condition de contrdle
négatif a été réalisée en incubant des explants avec du milieu de culture seul. L’ensemble de
ces manipulations de cocultures ont été réalisées trois fois, c’est-a-dire avec trois donneurs de

peaux différents (n=3).
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Figure 31 : Photographie d’'un morceau de peau issue d’une plastie abdominale et utilisée pour les
manipulations de cocultures dans ce travail de Thése.

Figure 32 : Photographie d’une plaque 24-puits contenant les explants de peau en contact avec les lysats
bactériens de C. acnes, aprés incubation de 6h au cours de ce travail de Thése.

A.5  Préparation des échantillons avant réalisation d’une immunohistochimie

Les explants ont été préalablement fixés a I’aide de formaldéhyde 4 % (QPATH,
VWR) pendant au moins 24 h. Pour cette étape de fixation dite « chimique », il est nécessaire
que le volume de formaldéhyde soit au moins 20 fois supérieur au volume de la piece a fixer.
Pour les fixations réalisées dans le cadre de cette étude, nous avons utilisés les pots de
formaldéhyde préts a I’emploi du service d’Onco-Dermatologie du CHU de Nantes. Les pots

de formaldéhyde pré-remplis contenaient 5 mL, ce qui est largement suffisant pour la fixation
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des explants qui ont un diameétre de 4 mm. Apres I’étape de fixation, les explants subissaient
plusieurs séries successives de déshydratation a 1’aide de bains d’éthanol, puis
d’hydrocarbures (xyléne) pour préparer le tissu a recevoir la paraffine. Ces bains successifs

ont été réalisés par un automate lancé sur la nuit (ASP300, Leica).

A la sortie de 1’automate, les explants étaient inclus en blocs de paraffine pour la
coupe. Les coupes ont été réalisées a I’aide d’un microtome Leica (Leica, RM 2155) a une
épaisseur de 5 pm, et étalées sur des lames chargées positivement (VWR, SuperFrost Plus,
cat. #631-0108). Apres les coupes, les lames étaient séchées dans un sécheur de lames a 70 °C
pendant 20 min (Raymond A. Lamb, Section Dryer E285). Puis, I’étape de déparaffinage
étaient réalisée par deux bains successifs de xyléne (10 min chacun), puis par deux bains
successifs d’éthanol a 100° (5 min chacun). Un dernier bain de ringage a 1’eau distillée était
réalisé¢ pendant 5 min. Ensuite, un démasquage des sites antigéniques était réalisé a 1’aide
d’un tampon EDTA (DAKO, cat. #S2367) ou citrate (DAKO, cat. #S1699) en fonction de
I’anticorps concerné. Cette étape était réalisée par micro-ondes pendant 25 a 40 min, la
température ayant été mesurée avant de débuter les manipulations, et étant bien de 95 °C. Un
ringage a ’eau distillée était réalis€é pendant 20 min. C’est a partir de cette étape que

I’immunohistochimie pouvait débuter.

A.6  Immunohistochimies

Les immunohistochimies (IHC) ont été réalisées sur : (i) les explants cutanés stimulés
par les extraits de C. acnes, (ii) les Iésions inflammatoires d’acné (nodule et papule), (iii) les

peaux non-lésionnelles issues de patients atteints d’acné sévere du dos et de sujets sains.

Elles ont été réalisées avec des anticorps qui ont nécessité une mise au point préalable.
Les mises au point ont été conduites au fur et a mesure de I’avancement de la Thése et ont
nécessité plus ou moins de temps, selon les anticorps : TLR-2, B-défensine-2, IL-18, IL-10,
IL-17, TGF-B, TIMP-2, MMP-2, MMP-9, PAR-2, et Laminine-a5. Le tableau suivant

récapitule les anticorps utilisés avec les références et les fournisseurs (Tableau 2, p.80) :

79



Cible Fournisseur Référence
B-défensine-2 Abcam ab63982
IL-1B Abcam ab2105
TLR-2 SantaCruz sc-10739
IL-10 R&D Systems AF-217-NA
IL-17 Abcam ab79056
TGF-p Serotec MCAT797
TIMP-2 Abcam ab1828
MMP-9 Abcam ab58803
MMP-2 Merck Millipore IM33-100UG
PAR-2 LifeSpan BioSciences LS-B2321-50
Laminine-o5 R&D Systems NBP2-42391

Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés au cours des immunohistochimies réalisées dans le cadre de cette
These.

La premiere étape des IHC consistait a sécher les lames et cercler la biopsie a I’aide
d’un Dako Pen (Dako Pen, cat. #S2002). Puis, il s’agissait de bloquer les peroxydases
endogenes ainsi que les complexes avidine/biotine, pouvant étre a I’origine de signal « faux
positif ». Ces étapes ont été réalisées grace a un réactif de blocage commercialisé par Dako,
ainsi que le kit ABC (Avidin/Biotin Complex) (Vector, cat. #SP-200 et cat. #PK-7200 ; Dako,
cat. #S2023). L anticorps primaire était ensuite incubé, soit a 4°C pendant une nuit, soit 1 h a
température ambiante, selon les conditions identifiées par une mise au point préalable a

’utilisation de chaque anticorps.

Le principe du kit ABC commercialisé par Vector et utilisé dans le cadre de ce travail
de These, repose sur l'affinité de 1'avidine pour la biotine. La biotine peut €tre couplée a une
grande variété de molécules biologiques comme les anticorps, et plusieurs molécules de
biotine peuvent étre liées a une protéine. La protéine biotinylée peut ainsi se lier a plus d'une
molécule d'avidine. Dans le cadre des manipulations d’ITHC, la particularité de cette affinité va
permettre une amplification du signal et ainsi localiser les zones ou I’anticorps primaire s’est

fixé.
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Using the VECTASTAIN® ABC System

1 Add Primary Antibody 2 Add Biotinylated Secondary Antibody

> 4 :D»

3 Add Avidin/Biotinylated Enzyme Complex (ABC)

Figure 33 : Schéma des quatre étapes suivant l'incubation de l'anticorps primaire, dans le systétme ABC
(Vector, cat. #PK-7200) utilisé dans le cadre des travaux de cette Thése (Guide utilisateur Vector
Laboratories, distribu¢ par Clinisciences). (1) L’incubation de I’anticorps primaire; (2) L’ajout de
I’anticorps secondaire biotinylé ; (3) Formation du complexe avidine/biotine suite a ’ajout du réactif de
Vectastain ; (4) Réaction enzymatique entre I’enzyme HRP et son substrat Novared, donnant lieu a un
produit de dégradation chromogéne, permettant la localisation des protéines d’intérét.

\

A la suite de cette étape, 1’anticorps secondaire biotinylé était incubé 30 min a
température ambiante en atmospheére humide (Figure 33, p.81). Puis, le réactif Vectastain
inclus dans le kit ABC (Vector, cat. #PK-7200), permettant de former le complexe
avidine/biotine, était incubé pendant 30 min a température ambiante en atmospheére humide
(Figure 33, p.81). Ensuite, le Novared (Vector, cat. #SK-4800) était préparé et incubé pendant
15 min maximum sur les lames afin de réaliser la révélation du marquage. Cette étape de
révélation repose sur la réaction enzymatique qui a lieu entre I’enzyme HRP (HorseRadish
Peroxidase), et son substrat (Novared). Le produit de cette dégradation enzymatique est

chromogene, et ainsi, la localisation de la protéine d’intérét est rendu visible.

A la suite de cette étape, les lames ont été rincées a 1’eau distillée, puis contre-colorées
avec de ’Hémalun de Mayer (RAL Diagnostics, cat. # 320550-1000) pendant 1 min. Puis, les

lames ont ét¢ montées avec du milieu de montage (Dako, cat. #S3025) et une lamelle, puis
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laissées pour sécher avant la prise de photos. La prise de photo s’est effectuée en utilisant un
microscope Leitz (Leitz, Aristoplan), et un appareil photo adapté sur le microscope (Nikon

D7000).

D’autres marqueurs que ceux impliqués dans I'immunité innée ont été étudiés. En
effet, nous avons pratiqué des immunohistochimies en ciblant des marqueurs caractéristiques
de la matrice extracellulaire et impliqués dans le remodelage cellulaire. L’objectif était de
déterminer I’'impact de chacun des phylotypes ainsi que celui d’une combinaison de
phylotypes, sur la capacité de la peau a cicatriser, ceci étant en lien avec I’inflammation.
Ainsi, nous avons ciblé TIMP-2, MMP-2, MMP-9 et la Laminine-a5. Les variations
d’expression de ces composants de la matrice extracellulaire exercent une myriade d'effets sur
les tissus du corps humain (Frantz et al., 2010). Par exemple, les Laminines, une famille de
glycoprotéines extracellulaires hétérotrimériques, et en particulier la sous-unité alpha-5 de la
Laminine (codée par le géene LAMAS chez I’Homme), affectent le développement et
l'intégrité des tissus dans des organes aussi divers que les reins, les poumons, la peau et le

systeme nerveux (Frantz et al., 2010; Schneider et al., 2007; Wegner et al., 2016).

Le choix de I’étude de ces marqueurs dans ce travail de These repose sur I’influence
connue de C. acnes sur I’expression de ces geénes, notamment sur MMP-9 (Jugeau et al.,
2005). Egalement, C. acnes est capable de stimuler la synthése de la pro-MMP-2 par les
fibroblastes dermiques (Choi et al., 2008). Par ailleurs, dans la littérature scientifique,
plusieurs articles décrivent I’implication des genes codant pour des protéines de la matrice
extracellulaire (MEC) dans plusieurs syndromes complexes dermatologiques, notamment
cutis laxa (Symoens et al., 2012; Urban et al., 2009), et également dans des lésions de
dermatite herpétiforme (Dolcino et al., 2012). De plus, les génes codant pour les protéines de
la MEC sont connus pour étre également impliqués dans le remodelage au niveau de la peau,

notamment dans le processus de reconstruction et de réparation cutanée (Castafio et al., 2018).

Notre groupe a précédemment publi¢ des études incluant 1’analyse de ces marqueurs
dans le cadre de plusieurs projets en lien avec I’acné (Jasson et al., 2013; Saint-Jean et al.,
2016). Dans la continuité¢ de ces travaux, nous avons donc inclus dans 1’étude des profils
inflammatoires des explants stimulés par les différentes combinaisons de C. acnes, 1’étude de

ces marqueurs de la MEC. Les anticorps utilisés sont listés en Tableau 2, p.80.
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A.7  Dosage protéiques dans les surnageants de cultures d’explants, par la méthode ELISA

La méthode ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) a été choisie pour doser
les cytokines sélectionnées présentes dans les surnageants des cocultures entre les explants et
les lysats bactériens. Toutes les mesures de concentrations en cytokines ont été réalisées en
adéquation avec les instructions du fournisseur : IL-1p (Affymetrix, cat. #88-7261-22), IL-6
(Affymetrix, cat. #88-7066-22), IL-8 (Affymetrix, cat. #88-8086-22), IL-10 (Affymetrix, cat.
#88-7106-22), IL-17 (Affymetrix cat. #88-7176-22), et TGF-p (Affymetrix, cat. #88-8350-
22).

A.8  Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées par le biostatisticien de notre équipe
INSERM, le Dr Jean-Michel Nguyen. Ces analyses statistiques ont ét¢ réalisées en utilisant le
modele General Linear Model, et également confirmé par des tests non-paramétriques
(Wilcoxon test). Ces analyses ont ét¢ menées en utilisant le logiciel R (R Foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria).
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B. Etude microbiologique

B.1 Obtention des souches de C. acnes et culture

Les prélévements de microbiote cutané a la surface de la peau (visage et dos) des
patients inclus ont été réalisés sur une zone de 1 cm avec des écouvillons, puis déchargés
dans 1 mL de BHI. La réception des échantillons dans le service de Bactériologie et
d’Hygiene du CHU de Nantes a été réalisée dans les 30 min suivant le prélevement. Apres
culture de la flore globale en anaérobiose pour chaque prélévement, la gélose a été lue par un
bactériologiste expert, et chaque colonie suspecte a été identifiée par la technique de MALDI-
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation - Time of Flight). De fait, pour chaque

prélevement, la souche de C. acnes prédominante en culture a été isolée et congelée a -20 °C.

Cutibacterium acnes est un bacille anaérobie aéro-tolérant, c’est-a-dire qu’il a une
croissance optimale en 1’absence d’oxygene et toleére de faibles concentrations d’oxygene.
Pour chaque prélevement, 30 uL du milieu BHI ont été ensemencés a I’oése sur gélose au
sang Schaedler enrichie avec de la vitamine K1 et 5 % de sang de mouton (BD, cat.
#254042), incubée en anaérobiose (GazPak EZ, BD référence 260683) a 37°C. D’autres
bactéries ont été utilisées au cours de 1’étude : Cutibacterium namnetense (souche de patient),
Cutibacterium avidum (souche de patient), Cutibacterium granulosum (souche de patient),
Staphylococcus aureus (souche de référence ATCC 29213), et Staphylococcus epidermidis
(souches de référence ATCC 35984 et ATCC 12228).

B.2  Lysats bactériens

B.2.a Ressources existantes

Les lysats bactériens étaient précédemment fournis grace a une collaboration nationale
puis européenne. En ’absence de sa reconduction, nous avons décidé de mettre au point une
méthode de création de lysats, a partir d’une culture liquide de C. acnes. Les manipulations de
mon projet de These incluaient des cocultures entre les explants de peau et les extraits obtenus

de C. acnes, ce qui ne pouvait pas s’effectuer avec des bactéries vivantes pour des raisons
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d’hygiéne et sécurité. Toutefois, ce systetme avec des bactéries viables aurait permis des
conditions expérimentales plus proches de la réalit¢ physiologique. De ce fait, il était
important de mettre au point une méthode standardisée de création de lysats bactériens, afin
de limiter le risque de contamination des cultures voisines aux ndtres dans I’incubateur

partagé au sein du laboratoire.

Culture en anaérobiose
Bouillon de Schaedler

l Centrifugation

1.1x108 cellules/mL sérum physiologique

Congélation/Décongélation (15 cycles)
Congélation/Ultrasons (5 cycles)

Centrifugation (4000 rpm — 15 min)

7 O

1¢r culot I Surnageant A

Figure 34 : Protocole d’obtention de deux extraits de C. acnes, qui a été notre point de départ pour la mise
au point du protocole final. Inspiré¢ du schéma disponible dans la These d’O. Isard (Isard, 2010).

B.2.b Optimisations du protocole et validation

Le développement et la mise au point des différents protocoles présentés se sont
inspirés de protocoles partiellement décrits dans les Théses précédentes du laboratoire. Nous
avons alors mis au point un protocole standardis¢ de création de lysats bactériens.
L’optimisation du protocole a été réalisée en faisant varier les parameétres déja connus (Figure
34, p.85) : le nombre de cycles de congélation/décongélation (37°C/-80°C), le nombre de
cycle de congélation/sonication, la durée de sonication, et la durée de congélation a -80°C.

Pour sélectionner un protocole, trois parametres ont ét¢ évalués : (i) la concentration en
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protéines, (ii) la non-régénération des bactéries a 1’issue du protocole, et (iii)

I’immunogénicité des lysats obtenus.

Premiérement, la concentration en protéines qui devait étre suffisante pour pouvoir
réaliser les manipulations de stimulation de I'immunité innée par les cocultures entre les
lysats bactériens et les explants de peau. En effet, les conditions de cocultures précédemment
¢tablies utilisaient une concentration en lysats égale a 5 pg/mL (Jasson et al., 2013). Ainsi,
aprés chaque protocole réalisé sur les suspensions bactériennes, une quantification des
protéines était réalisée afin d’avoir une concentration précise en protéines. La technique du
BCA (BicinChoninic acid Assay) était utilisée, en suivant les instructions du fournisseur

(Thermo Fischer Scientific cat. #23227).

Deuxiémement, les bactéries devaient étre inactivées, c’est-a-dire ne pas Etre
cultivables sur gélose au sang a I’issue du protocole. Pour faire cette vérification, deux
controles ont été systématiquement réalisés a la suite des protocoles et pour toutes les souches
testées. D’abord, 500 puL de suspension bactérienne étaient €talés au rateau sur une gélose
Schaedler afin de vérifier I’absence de croissance bactérienne aprés une incubation de 7 a 10
jours, en anaérobiose, a 37°C. De plus, une coloration de Gram était réalisée pour visualiser la

dégradation mécanique des parois bactériennes.

A noter que ces deux controles (cultures et Gram) étaient également systématiquement

réalisés avant de débuter chaque protocole, afin de vérifier la pureté des cultures.

Troisiémement, le protocole de réalisation des lysats bactériens sélectionné devait
induire une sécrétion d’IL-8 suffisante comparée a un controle négatif, dans le modele
d’explant de peau précédemment décrit (Jasson et al., 2013). Ainsi, la réponse inflammatoire
des explants a été mesurée en dosant la sécrétion d’IL-8 dans le surnageant, représentative du
niveau de réponse inflammatoire de I’explant, comme précédemment indiquée (Lee et al.,
2018; Nguyen et al., 2018). Cette derniere étape a permis de réaliser un choix entre les
différents protocoles testés. Les manipulations de création de lysats, de cocultures explants-
lysats et d’analyses étant trés chronophages, seuls deux essais ont été réalisés avant de
sélectionner le protocole n°7 pour la suite de ces travaux de Recherche. Ainsi, certains
protocoles ont été €éliminés pour plusieurs raisons, soit parce que les bactéries s’avéraient
viables a la suite du protocole, soit parce que la concentration en protéines €tait jugée trop

faible pour réaliser une stimulation des explants cutanés.
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Lors de cette phase d’optimisation, sept protocoles auront été testés. Toutes les
conditions testées sont détaillées dans le Tableau 3 ci-apres :
Protocole DO de .la Choc Cyc,l s ‘de Cyc} s fie A
A suspension Lavages . congélation/ congélation/ Controles
n . thermique P P .
bactérienne décongélation sonication
15 cycles de > cys:les. de
. ons congélation/ n
| aiustée A 3 fois avec NaCl congélation/ sonication Contrdles Gram et
J Centrifugation a 4000 0] décongélation o . . culture avant et
1.00£0.15 . o o (37°C/soni.1 min/- X
rpm pendant 15 min (37°C/-80°C) 80°C) apres protocole
Choc 5 cycles de
3 aiustée 3 fois avec NaCl thermique congélation/ Contréles Gram et
1 (J)O L 0.15 Centrifugation a 4000 | 60°C — 30 décongélation 0 culture avant et
’ ' rpm pendant 15 min min (37°C/-80°C) apres protocole
S
4 ajustée & 3 fois avec NaCl thermique s I%ication Controles Gram et
1.00+0.15 Centrifugation a 40.00 60 Cf 30 0 (37°C/soni. | min/- cult‘ure avant et
rpm pendant 15 min min 80°C) apres protocole
15 cycles de 10 cycles de
6 aiustée A 3 fois avec NaCl congélation/ conggélation/ Contréles Gram et
1 (J)O L 015 Centrifugation a 4000 0 décongélation sonication culture avant et
’ ' rpm pendant 15 min (37°C/-80°C) (37°C/soni.1min30s apres protocole
ec/-80°C)
Choc 10 cycles de csogyg:tsig;
S s 3 fois avec NaCl thermique congélation/ gelal Controles Gram et
7 ajustée a . N o . g sonication
Centrifugation a 4000 | 60°C — 15 décongélation o S culture avant et
1.00+0.15 . . o o (37°C/soni.1min30s \
rpm pendant 15 min min (37°C/-80°C) ec/-80°C) aprés protocole
Choc congelion
ajustée 3 fois avec NaCl thermique s r%ication Controles Gram et
8 1.00 £ 0.15 Centrifugation a 40‘00 60 C.— 15 9] (37°C/soni. 1 min30s cult‘ure avant et
rpm pendant 15 min min ec/-80°C) apres protocole
9 aiustée A 3 fois avec NaCl the(r:ri?cue Contrdles Gram et
J Centrifugation a 4000 5 q 0 (0] culture avant et
1.00 £0.15 . 80°C - 10 X
rpm pendant 15 min min apres protocole

Tableau 3 : Récapitulatif des paramétres des différents protocoles d’obtention de lysats testés. @ : ’étape
considérée n’est pas réalisée dans le protocole étudié.

Apres analyse des résultats, le protocole n°7 a été collégialement choisi en se basant

sur des criteres scientifiques et techniques (cf. partie Résultats). Pour confirmer cette sélection

our la suite des manipulations, des immunohistochimies ciblant les marqueurs de I’immunité
p p > q

innée IL-1B, TLR-2 et B-défensine-2 ont alors été réalisées sur les explants de peau saine.
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B.3  Caractérisation génétique des souches de C. acnes

La population de C. acnes présente une distribution clonale (Lomholt and Kilian,
2010; McDowell et al., 2013). Elle regroupe plusieurs sous-types décrits dans la littérature et
nommés « phylotypes » (Barnard et al., 2015a). Ces phylotypes regroupent différents
Complexes Clonaux (CC) (Lomholt and Kilian, 2010), eux-mémes divisés en différents types

SLST (Scholz et al., 2014).

B.3.a Extraction d’ADN

Apres décongélation des souches sur un milieu Schaedler enrichi en vitamine K1 et 5
% de sang de mouton pendant 5 jours a 37 °C en anaérobiose, une extraction d’ADN était
réalisée en utilisant le kit Instagene Matrix (Bio Rad, cat. #7326030). Des colonies étaient
prélevées a 1’aide d’une o€se de contenance 1 pL et transférées dans un tube avec 1 mL d’eau
distillée stérile. Les bactéries étaient centrifugées a 12 000 rpm pendant 1 min et le surnageant
¢tait jeté. Puis, le culot bactérien était repris dans 200 puL de réactif Instagene Matrix et incubé
au bain-marie pendant 30 min a 56 °C. Ensuite, le tube était transféré dans un bain a sec a
95,0 °C pendant 8 min. Apres refroidissement, le tube était vortexé 10 sec et centrifugé a
12 000 rpm pendant 2 min. Le réactif utilis€ dans ce kit était une matrice appelée « résine
Chelex ». Cette matrice adsorbe les produits de lyse cellulaire qui interférent avec le
processus d'amplification de PCR, et ainsi, ’ADN se trouve dans le surnageant apres la
derniére centrifugation du protocole. Les tubes étaient stockés a -20 °C pour utilisation

ultérieure.

B.3.b Détermination du phylotype des souches de C. acnes

Le phylotype a été déterminé selon la méthode développée par Barnard et al. en 2015
(Barnard et al., 2015a). Briévement, une PCR était réalisée en utilisant les amorces ciblant les
genes suivants (Tableau 4, p.89) : ARN 16S (Encoding gene), ATPase (ATP hydrolase), sodA
(Superoxide dismutase), Fic (famille de toxines), atpD (ATP synthase beta chain) et recA
(recombinase A). Apres migration des produits de PCR a travers un gel d’agarose a 2 %, le

phylotype était déterminé selon le profil de bandes observé (Figure 35, p.89).
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Multiplex Amplification Profiles

1A, IA, IB IC I I

1 2 3 4 56 7 89 10 11 12 1314 15 1617 18 19 Ma

FIG 1 Multiplex PCR analysis of P. acnes strains (except lane 19) representing
different phylogroups and STs. Lane 1, strain hdn-1 (ST1, type IA,); lane 2,
strain PRP-60 (ST20, type IA,); lane 3, strain 76793 (ST101, type IA,); lane 4,
strain Pacn33 (ST2, type IA,); lane 5, strain P.acnl7 (ST2, type IA,);
lane 6, strain P. acn31 (ST2, type IA,); lane 7, strain 6609 (ST5, type IB); lane 8,
strain VA3/4 (ST78, type IB); lane 9, strain 74874 (ST43, type IB); lane 10,
strain PRP-38 (ST70, type IC); lane 11, strain PV66 (ST85, type IC);
lane 12, strain 5/1/3 (ST107, type IC); lane 13, strain ATCC 11828 (ST27, type
1I); lane 14, strain VA2/9N (ST28, type II); lane 15, strain 6187 (ST30, type II);
lane 16, strain 12S (ST32, type I1I); lane 17, strain Asn12 (ST33, type III); lane
18, strain Asn10 (ST81, type III); lane 19, Propionibacterium avidum strain
44067. Ma, molecular size markers. ST is based on the eight-gene MLST
scheme of McDowell et al. (21) and the database at http://pubmlst.org/pacnes/.
Gene amplicons (left to right): a, 16S rRNA; b, ATPase; ¢, sodA; d, toxin; e,
atpD; f, recA.

Cibles Amorces 5° a3’
165 rRNA AAGCGTGAGTGACGGTAATGGGTA
CCACCATAACGTGCTGGCAACAGT
ATPase GCGTTGACCAAGTCCGCCGA
GCAAATTCGCACCGCGGAGC
sodA CGGAACCATCAACAAACTCGAA
GAAGAACTCGTCAATCGCAGCA
Fi AGGGCGAGGTCCTCTTCTACCAGCG
ACCCTCCAACTGCAACTCTCCGCCT
ampD TCCATCTGGCCGAATACCAGG
TCTTAACGCCGATCCCTCCAT
oA GCGCCCTCAAGTTCTACTCA
CGGATTTGGTGATAATGCCA

Figure 35 : Les profils obtenus lors de I’identification des phylotypes par la méthode de PCR multiplex
(Barnard et al., 2015).

Tableau 4 : Tableau répertoriant les amorces permettant de réaliser la PCR multiplex dans le cadre de la

détermination du phylotype de C. acnes (Barnard et al., 2015).
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B.3.c Détermination du complexe clonal par la technique MLST des souches de C. acnes

Pour identifier le complexe clonal de chaque souche de C. acnes isolée, nous avons
utilisé la technique MLST9, basé sur le séquencage partiel de neuf génes de ménage,
comprenant un total de 4287 nucléotides. Les neuf génes de ménage ciblés, tous impliqués
dans le métabolisme bactérien, sont les suivants : cel (Transcription regulator CelR), coa (O-
succinylbenzoate-CoA synthase), fba (Fructose bisphosphate aldolase), gms (Glutamyl-tRNA
synthetase), lac (L-lactate dehydrogenase), oxc (Cytochrome c¢ oxidase subunit II),
pak (Pantothenate  kinase),  recA (Recombinase = A), zno (Zn-dependant  alcohol
dehydrogenase). Ainsi, neuf PCR par souches ont été réalisées et les produits des PCR ont été
séquencés (Tableau 5, p.90). La base de données publique répertoriant tous les complexes
clonaux décrits a ce jour ainsi que les amorces utilisées pour réaliser la technique est
régulierement mise a jour est consultable sur le site internet http://pacnes.mlst.net/ (derniere

consultation le 07/05/2018).

Cibles Amorces 5° a3’
. GCC GAC GTT TTC TAC AGT GAG C
GGC GGT GAG GGT CCA TTC A
GCG GGA ATC GAG GGT GCT A
cod AGG GCC GCC GCT AGA TAA GTA
AGG ACC CGC TAT TTC AAC TCT CA
foa ACG CGG GTC GTA CAT CTT CTT
CCG CCT CAC CGT CCA GCA
gms CAC ATC GAG AAC CGC ATC ACTC
. GCC GCA GCC TTG GGA CTC T
GAA ATG CTG TCG CCC CGT G
GTG CTG CCG GAA AAG TCG
oxe CAC CGG CGT CAG GAT TGT
Dk CGACGC CTC CAA TAA CTT CC
GTC GGC CTC CTC AGC ATC
o AGCTCGGTGGGGTTCTCTCATC
GCTTCCTCATACCACTGGTCATC
CGC CGG CAT CAC CAC CTA TT
o TCT CAC ATC GCC CGC AAC C

Tableau 5 : Tableau répertoriant les amorces permettant de réaliser les neuf PCR réalisées dans le cadre du
schéma MLST9 (Lomholt and Kilian, 2010).
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B.3.d Détermination du type SLST par la technique SLST des souches de C. acnes

Pour I’identification du type SLST de chaque souche de notre étude, nous avons utilisé
la technique du SLST, publiée en 2014 par Scholz et al. (Scholz et al., 2014). Aprés une
simple PCR amplifiant une séquence cible de I’ADN de C. acnes mesurant 484 pb (Tableau 6,
p.91), une étape de vérification a été réalisée par migration des produits de PCR dans un gel

d’agarose a 2 %.

Cibles Amorces 5° a3’
SLST ATATCGGCCCGTATTTGGGC
CGCCATCAAGGCACCAACAA

Tableau 6 : Amorces utilisées pour la PCR SLST (Scholz et al., 2014).

Enfin, le séquencage de cette portion d’ADN a été réalisé afin d’obtenir une séquence
assez discriminante pour conduire des études phylogénétiques (Scholz et al., 2014). Les
séquences de référence pour l'alignement et les amorces sont décrites dans l'interface en ligne

disponible sur le site http://medbac.dk/slst/pacnes (derniére consultation le 07/05/2018).

B.3.e Séquencage

PCR de purification

Avant de réaliser le séquencage des amplicons obtenus, il est nécessaire de réaliser une
purification des produits de PCR. Cette étape est effectuée a 1’aide d’un kit contenant deux
enzymes recombinantes, I’exonuclease I et la phosphatase alkaline de crevette (Biolabs Inc.,
cat. #£2622L). Elles permettent la dégradation enzymatique rapide et compléte des amorces
de PCR résiduelles et la déphosphorylation des dNTP aprés la PCR. Cette réaction a été
effectuée dans un thermocycleur ABI 2720 (Applied Biosystems, Foster City, USA) en
plaque sécable de 96 puits (AB-0900) et dure 30 min.

PCR de séquengage et purification

Ensuite, la PCR de séquengage d’une durée de 2h, a été réalisée. Elle a été effectuée en
suivant les instructions du fournisseur du kit Big Dye Terminator (ThermoFisher Scientific,
cat. #4337455). Une deuxiéme étape de purification a été réalisée a la suite de la PCR de

séquencage. Pour se faire, un bio-gel G50 « Fine » hydraté (Sigma Aldrich, cat. #GE17-0042-
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01) ainsi que des microplaques de 96 puits a filtres (Millipore MultiScreen, -cat.
#MAHVN4550) ont été utilisés. Les produits de PCR ont été déposés a la surface du G50 et
centrifugés a 2000 rpm pendant 4 min. Les produits de PCR purifiés ont été récupérés dans
une plaque de séquence (Applied Biosystems, ABGENE Thermo-Fast 96, cat. #AB-1100) et
10 puL de formamide ont été ajoutés dans chaque puit. Cette étape de purification était la

derniére étape avant le séquencage final.

Etape de séquencage

Le séquencage était réalisé sur un Hitachi 3130x1-1 (Applied Biosystems, Foster City,
USA). A la suite de chaque séquencage (séquences pour schéma MLST9 ou SLST), chaque
séquence a été analysée une par une, sur le logiciel Seqscape v2.5 (Applied Biosystems) avant
d’étre comparée a la base de données en ligne et conclure sur I’identification recherchée
(complexe clonal a la suite de la technique MLST ou le type SLST a la suite de la technique
SLST).

B.4  Etude de la capacité de production de biofilm par les souches de C. acnes

La capacit¢ de production de C. acnes est connue au travers de la littérature
scientifique (Bayston et al., 2007; Okuda et al., 2018; Spittaels and Coenye, 2018). En
revanche, la production de biofilm en fonction des différents sous-groupes de C. acnes n’est
pas décrite. Ainsi, plusieurs questions intéressantes avec un impact certain sur la prise en
charge des patients, restent a explorer. Par exemple, le phylotype IB de C. acnes, qui est
connu pour étre impliqué plus particulierement dans le développement d’infection ostéo-
articulaire de 1I’épaule, est-il plus producteur de biofilm qu’un phylotype IA1, connu pour étre
impliqué plus particulierement dans 1’acné ? Cette investigation a d’abord été¢ menée grace a
la technique du crystal violet, qui a longtemps été utilisée comme méthode standard pour
I’¢tude de la production du biofilm bactérien (Coenye et al., 2007; Stepanovié et al., 2007).
La technique du crystal violet repose sur la coloration de la biomasse totale ayant adhéré a la
surface plastique du puit, a un temps donné. La biomasse ainsi colorée contient aussi bien les
bactéries vivantes, mortes, et I’exopolysaccharide produit. Pour cette coloration, nous avons
utilis€ un réactif nommé Violet de Gentiane (ou crystal violet) (Sigma Aldrich, cat. # V5265-

500ML). Néanmoins, cette procédure est fastidieuse, chronophage, et génere un volume
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important de déchets toxiques. Aprés plusieurs essais pour tenter de mettre au point cette
technique, nous avons donc décidé d’utiliser une autre technique, celle développée par la

société BioFilm Control®.

La méthode d’étude des biofilms développée par Biofilm Control est appelé BioFilm
RingTest. Cette méthode ne donne pas la méme information que celle du crystal violet. Le
Biofilm RingTest indique en effet la capacité d’adhérence, dans les premicres phases
d’adhérence de la bactérie, a la surface de la plaque ou elle a été incubée. A I'inverse, la
méthode du crystal violet donne une indication a un temps donné, de la production de biofilm
au bout de 24, 48, ou 72h. Le BioFilm RingTest donne un score appelé « BFI », et indique
ainsi le niveau de production de biofilm de la bactérie. Un BFI proche de 0.00 indique un
niveau de production de biofilm élevé, alors quun BFI proche de 20,00 indique un niveau de

production de biofilm faible.

B.5  Etude du microbiote cutané des patients atteints d’acné sévere versus sujets sains

Les échantillons de flore cutanée réalisés a la surface de la peau des patients atteints
d’acné séveére du dos et des sujets sains, sur le dos et le visage, ont été exploités par le
département R&D de Galderma. A la suite de leurs analyses, un partage des données a été
réalisé et nous avons procédé a des analyses plus détaillées du microbiote cutané grace a une
collaboration avec le Dr E. Montassier (CHU de Nantes). Pour se faire, nous avons utilis¢ le
logiciel Qiime (https://qiime2.org/ derniére consultation le 26/04/2018). Cette expérience m’a
permis de me former a I’analyse métagénomique des communautés bactériennes grace a un
logiciel d’analyses validé par la littérature scientifique (McDonald ez al., 2018). Ces analyses
bioinformatiques complexes ont été réalisées en suivant cinq étapes principales (Figure 36,

p.94) :

93



Génération des OTUs avec| |
alignement sur la base de
données Greengenes

Amplification de O
IARN 168 et O

séquengage
e  Andlyses
- bioinformatiques avec le Analyses alpha et
package Qiime bétadiversité, taxonomie

5 < (abondance relative)
Contréle qualit feparation &h’f‘lz

des librairies
des ADN

d’amplicons

Echantillonnages
Extractions d’ADN

Figure 36 : Schéma représentatif des différentes étapes menées pour I’analyse de 1’alpha et bétadiversité,
ainsi que I’abondance relative des communautés bactériennes retrouvées dans les échantillons.

94



V. Résultats
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A. Etude microbiologique

Sur le plan microbiologique, ce travail de la Theése a consist¢é a réaliser une
caractérisation moléculaire exhaustive des isolats de C. acnes retrouvés chez les 24 patients
atteints d’acné sévere du dos, ainsi que chez les 12 volontaires sains inclus dans 1’étude, au
niveau du dos et du visage. Sur les 72 échantillonnages réalisés, nous avons obtenu des

bactéries en culture pour 100 % des échantillons, et 68 souches de C. acnes.

\

Le deuxiéme travail a consisté a mettre au point une procédure standardisée pour
I’obtention d’extraits membranaires de C. acnes a partir d’une suspension bactérienne

homogene.

A.1  Résultat de la mise au point d’une méthode pour créer des lysats bactériens

Les premiers lysats ont été générés en utilisant la souche ATCC6919.
Malheureusement, ils présentaient des concentrations en protéines trés faibles, de 1’ordre de
30 ug/mL (Figure 37, p.97). Cette valeur n’était pas cohérente avec les dosages en protéines
des lysats précédemment utilisés au laboratoire. Les protocoles concernés ont donc été exclus
pour la poursuite de la mise au point. Un autre probléme s’est trés vite présenté, la viabilité
des bactéries lors des contrdles que nous faisions apres le protocole, incompatible avec nos
cultures dans les incubateurs partagés du laboratoire. Ces protocoles ont donc été¢ également

exclus pour la poursuite de la mise au point.
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Figure 37 : Résultats des premiers tests du protocole d’obtention de lysats de C. acnes (souche ATCC
6919).

La premiére phase d’optimisation a été réalisée avec une souche de patient (Al1l), et
deux souches de référence ATCC (6919 et 11827). Nous avons d’abord voulu tester 1’impact
du volume de reprise du culot contenant la fraction membranaire (celle qui nous intéresse)
dans un volume final plus faible afin de concentrer les lysats. De ce fait, aprés la réalisation
d’un méme protocole, nous avons repris le culot de lysats dans un volume de PBS plus faible

que précédemment (5 mL au lieu de 10 mL comme précédemment préconisé).
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Figure 38 : (a) Concentration en protéines mesurées aprés protocole de création de lysats membranaires a
partir d’une souche de C. acnes isolée chez un patient (A11) et deux souches de références (ATCC 6919 et
ATCC 11827). Résultats obtenus apres reprise du culot de lysats dans 5 mL ou 10 mL. Les concentrations
en protéines ont ét¢ déterminées par BCA assay. (b) Photographie du culot contenant la fraction
membranaire de C. acnes, a I’issue du protocole testé.

Les résultats montrent une amélioration de la concentration en protéines. En effet, les
lysats membranaires obtenus via ce protocole présentent une concentration en protéines plus
importantes lorsque le culot final est repris dans 5 mL comparé a 10 mL (Figure 38, p.98). Par
exemple pour la souche ATCC 11827, la concentration en protéines atteint 68,6 pg/mL apres
reprise du culot dans 5 mL, alors que la concentration atteint seulement 34,64 pg/mL apres
reprise dans 10 mL. De méme, pour la souche ATCC 6919, la concentration atteint 78,3
ug/mL aprés reprise du culot final dans 5 mL alors qu’elle atteint seulement 20,35 ug/mL
apres reprise dans un volume de 10 mL. Compte tenu de la corrélation entre le volume final
de reprise du culot et la concentration en protéines, il a été décidé de reprendre le culot final
dans 1 mL de PBS pour satisfaire la nécessité d’une concentration en protéines de 5 pg/mL

utilisée lors des tests de stimulation avec les explants.

A la suite de cette premicre étape, plusieurs autres parametres ont été testés,
notamment le nombre de cycles de congélation/décongélation, le nombre de cycles de

sonication/congélation, la durée de sonication, et la durée de congélation a -80°C. Pour se
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faire, sept protocoles ont été testés en utilisant les deux souches de références ATCC 6919 et
ATCC 11827. Dans un premier temps, nous avons testé la concentration en protéines

obtenues apres les sept protocoles (Figure 39, p.99).

600

500 M Protocole 1
- M Protocole 3

400 =

O Protocole 4
300 . m Protocole 6
B Protocole 7

200 - -
X Protocole 8
100 - ~  [@Protocole 9
0 -

ATCC 6919 ATCC 11827

Concentration en protéines (pg/mlL)

Figure 39 : Résultats de concentrations en protéines totales obtenus par méthode du BCA. Deux souches
de C. acnes ont été utilisées : ATCC 11827 et ATCC 6919.

A cette étape d’optimisation et de manicre surprenante, nous avons trouvé que la
concentration en protéines était plus souche-dépendante que protocole-dépendante. En effet,
peu importe le protocole utilisé, les lysats crées a partir de la souche ATCC 11827 ont
démontré une concentration plus forte que ceux crées a partir de la souche ATCC 6919. Par
exemple, la souche ATCC 11827 est celle qui a démontré les plus fortes concentrations en
protéines observées, allant de 414,3 a 452,1 pg/mL avec les protocoles n°l et n°7,
respectivement. La souche ATCC 6919 a quant a elle, présenté des concentrations en
protéines plus faibles allant de 88,3 a 213,1 pg/mL avec les protocoles n°8 et n°l,
respectivement (Figure 39, p.99). Apres cette premiere phase de test, nous avons
collégialement décidé d’exclure les protocoles n°l et n°6 pour des raisons de temps de
manipulations car il s’agissait des protocoles les plus longs. L’optimisation a donc été
poursuivie sur les protocoles n°3, 4, 7, 8 et 9. Grace au modele d’explant de peau in vitro,
nous avons pu évaluer le potentiel immunogeéne des extraits membranaires issus de ces

différents protocoles. De cette manicre, la réaction inflammatoire a ét€¢ mesurée par technique
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ELISA, en dosant I’'IL-8 libérée par les explants de peau aprés 6h d’incubation (Figure 40,

p.100).
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controle négatif

Controle
positif
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Figure 40 : Dosage de la cytokine IL-8 dans les surnageants de culture lors du test des protocoles n°3, 4, 7,
8 et 9. Les résultats sont présentés sous la forme de ratio en prenant comme référence le contréle négatif.

A la suite de cette phase d’optimisation, nous avons sélectionné le protocole n°7 pour

la suite des manipulations de la Thése. Avant de débuter les manipulations a proprement dit,

nous avons réalis€ une derniére expérience de validation de ce protocole, grice a des

immunohistochimies pratiquées sur les explants de peau saine mise en contact avec les lysats

membranaires de C. acnes issus du protocole n°7. Pour se faire, nous avons ciblé I'IL-18, le

TLR-2 et la B-défensine-2, communément retrouvés dans les 1ésions inflammatoires d’acné et

caractéristiques d’une inflammation cutanée. Les résultats de I’THC sont présentés sous forme

de photos qui ont été prises sur des lames représentatives du marquage observé (Figure 41,

p.101).
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IL-1p

TLR-2
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Figure 41 : Photographies de lames d’IHC pratiquées sur des explants de peau aprés contact avec
différents lysats créés avec le protocole n°7 d’obtention d’extraits membranaires de C. acnes. La barre
d’échelle représente 300 um.

Les marqueurs IL-1f3, TLR-2 et B-défensine-2 étaient clairement plus exprimés dans
les explants mis en contact avec les extraits membranaires de C. acnes réalisés par le
protocole n°7 comparé au controle négatif. Cette observation a été confirmée par deux
lecteurs de lames indépendants. Par conséquent, nous avons confirmé la capacité du protocole
n°7 a obtenir des extraits membranaires capables d’induire une activation du systeme
immunitaire innée au niveau de I’explant de peau.

La mise au point de ce protocole de création d’extraits membranaires de C. acnes a
fait I’objet d’un article qui est actuellement soumis pour une publication dans le journal

intitulé « Anaerobe ».
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Points de synthése

e La mise au point du protocole de création d’extraits membranaires de C. acnes aura pris
un peu plus d’un an de travail.

e La validation du protocole en question s’est basée sur 1’évaluation de trois critéres : (i) la
concentration en protéines, (ii) la non-viabilité des bactéries a 1’issue du protocole, et (iii)
I’immunogénicité des lysats obtenus.

e Le protocole n°7 a été¢ sélectionné et a été utilisé pour la suite des manipulations. Il
comprenait un choc thermique a 60°C pendant, 15 min, suivi de 10 cycles de
congélation/décongélation (37°C/-80°C), puis 5 cycles de  congélation/sonication
(37°C/soni.1min30sec/-80°C).
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Abstract

Seven protocols were developed to prepare cell wall extracts from live Cutibacterium acnes. Different
parameters were modified: thawing/freezing and sonication/freezing cycles, to impact on mechanical
degradation of the bacteria. Finally, the immunogenic potential of the extracts generated was evaluated
by measuring IL-8 releases using an in vitro skin explants system. The aim of this review was to

compare these different protocols.
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Introduction

Cutibacterium acnes is a Gram-positive bacterium growing in anaerobiosis. Although it is known to
be part of the normal skin microbiota and considered as less-pathogenic but strongly pro-
inflammatory, C. acnes is suspected to be involved in several inflammatory dermatosis(1-3)
Moreover, C. acnes strains have been also isolated in non-skin diseases (4—6). This way, C. acnes
study showed increased interest, because of its potential implication in a panel of human diseases.

At a technical level, the study of C. acnes involvement in diseases requires a way to use bacteria in in
vitro cocultures devices (i.e. with human/mice cells or skin explants). However, to avoid bacterial
contamination and for security problems, using live and viable bacteria in laboratories remains
difficult, when incubators are shared. Indeed, live bacteria should not be used because of
contamination risks spreading to other cell cultures. Also, working with bacterial fractions instead of
live bacteria enables the use of antibiotics in cell cultures, which is technically interesting to avoid
recurrent contaminations during cell culture process. Currently, there is a wide range of methods
existing in the scientific literature to create bacterial lysates. This lysates procedure suggests the
possibility to the development of a vaccine for severe acne. This way, there is an obvious need to
standardize the method and assess protocols to propose a standardized procedure.

This article focuses on the existing procedures, and proposes a method based on our experiences and
results, to obtain immunogenic C. acnes bacterial fractions from live bacteria, ready to use for in vitro
experiments. The evaluation of the protocols was mainly performed by characterizing them according

to their action on skin innate immunity using an in vitro skin explant model.

Diversity of methods according to the scientific literature

There is a real diversity of protocols existing in the literature, to obtain C. acnes bacterial lysates from
live bacteria. In total, nine articles describing cocultures between bacteria and cells or explants were
analyzed to have an overview of the methods used. They are all described as a way to “inactivate” the
bacteria and obtain bacterial extracts, but they are differently named. All the names and the procedures

used in the analyzed articles are summarized in the Table 1. For example, Gambero et al., used a
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method based on the inactivation of C. acnes during 20 min at 120 °C (7). On the other hand, Nagy et
al. used a method based on a heat-shock at 60°C during 30 min (8). From the nine analyzed articles,
only one of them performed some purity controls to exclude the interference of LPS from Gram-
negative bacteria. Huang et al. harvested C. acnes from the culture broth, extracted total DNA and
amplified the 16S rRNA fragment using PCR. Thanks to this method, they checked that besides the
16S rRNA formed by C. acnes, no other fragment existed. For culture step, several culture media were
used, from Reinforced Clostridial Media (9,10), to Brain Heart Infusion (11-13). All the detailed
procedures analyzed in the nine articles are summarized in the table 1.

Regarding the large diversity of methods existing to create cell-free extracts from live bacteria, seven
protocols were assessed to prepare Cutibacterium acnes cell wall membrane extracts. This protocol

includes heat-shock, freezing/thawing cycles, and freezing/sonication cycles.

Material and methods

Bacterial strains

To test the different procedures to obtain bacterial fragments, two reference strains were used: C.
acnes ATCC6919 and ATCC11827.

Procedure

First of all, bacteria were isolated on Schaedler agar with vitamin K1 and 5% sheep blood (BD, cat.
#254042) and incubated in anaerobic conditions using the Anaerobia GasPak System (BD, Becton
Dickinson, Le Pont de Claix, France, cat. #260683) for 5-7 days at 37°C. Then, isolated colonies were
inoculated in BHI broth for 3-4 days and incubated in agitated warm-bath at 37°C to reach the
bacterial stationary phase. After Gram and cultures controls, bacteria were centrifuged at 4000 rpm
during 15 min at 10°C. Bacterial pellets were washed thrice in sterile 0.9 % sodium chloride solution
(Versylene Fresenius B230561). All bacterial suspensions were calibrated at OD 1.00 (bioMérieux,
Densichek Plus, 580 nm) and aliquoted by 10 mL in sterile plastic tubes (CELLSTAR Tubes cat.

#188271). These aliquots were first heat-shocked at 60 °C during 15 min and then entered into 10
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freezing/thawing cycles (-80°C during at least 45 min, and thawing at 37 °C in warm-bath without
agitation). Then, 5 freezing/sonication cycles were performed, each sonication cycle last for 90 sec
and then tubes were frozen for at least 45 min. Tubes were then centrifuged at 4000 rpm during 15
min, and pellets were separated from supernatants. Pellets and supernatants were separately kept at -
80°C. Before using, pellets were resuspended into a final volume of 1 mL in D-PBS, and proteins
quantitation was performed by BCA assay. All used materials and references are summarized in table
3.

BiCinchoninic acid Assay (BCA) for protein quantification

To use our bacterial fractions at a specific concentration, the protein concentrations were determined.
Bovine Serum Albumin was used as standard controls for each experiment and a standard curve was
designed from 0 to 2000 pg/mL to deduce each sample protein concentration, according to the
manufacturer’s instructions (Pierce BCA Protein Assay Kit, cat. #23227 Thermo Scientific).

Test on skin explant system

Skin explants from healthy patients were obtained from the Plastic Surgery Department at Nantes
University Hospital. To assay whether our different procedures properly create immunogenic bacterial
lysates able to stimulate skin innate immunity, they were tested on healthy skin and the inflammation
response was measured by quantitation of IL-8 released in culture supernatants. Skin explants system
was used as previously described (14,15). As positive control, explants were also incubated during 6h
with LPS from Escherichia coli (Sigma Aldrich, cat. #L4391-1MG). As negative control, skin
explants were incubated without any bacterial lysate, in the same media as the other explants.
Cytokines quantitation’s in supernatants

To determine the inflammation induced by the different lysates procedures, it was decided to
determine the IL-8 produced by explants because it is considered as well illustrating the inflammation
level in the skin in response to C. acnes stimulation. This way, the evaluation of the inflammation
potential of each lysates created by different procedures was performed. The IL-8 was quantified by
ELISA assay, using the ready-set-go! kit according to manufacturer’s instructions (Invitrogen by

ThermoFisher Scientific cat. #88-8086-22).
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Samples preparation before immunohistochemistry

The procedure was further validated using ImmunoHistoChemistry (IHC), testing the markers IL-1§
(Abcam, cat. #ab2105), TLR-2 (SantaCruz, cat. # sc-10739) and B-defensin-2 (Abcam, cat. #
ab63982). Samples were prepared and IHC were performed as previously reported (14,15). Slides
were read by two independent readers on a microscope (Leitz, Aristoplan).

Bacterial controls

Controls were performed all along the procedure to monitor the cultures pureness. After bacteria
cultures, controls were performed on Schaedler agar cultures (kept for 5-7 days) and Gram-staining to
make a morphological control before starting the lysates creation procedure. These controls were made
with Gram staining and cultures (BD, cat. #254042) at the same time. Cultures were incubated at least
7 days at 37 °C in anaerobiosis using the Anaerobia GasPak System.

After cycles, morphological and Gram-staining controls were performed, and cultures were performed
on Schaedler agar with vitamin K1 and 5% sheep blood, to verify the non-regeneration of the bacteria

(viability study).

Results

Protein concentration obtained after lysate procedure is strain-dependant

After each protocol, the first step was the control of the mechanical degradation of the bacteria that
released an appropriate amount of proteins to be usable in future experiments. A protein quantification
was performed by BCA assay. The strain ATCC 11827 showed the highest protein concentration
ranging from 414.3 to 452.1 pg/mL with protocols n°1 and n°7, respectively. In parallel, strain ATCC
6919 showed weak protein concentration ranging from 88.3 to 213.1 pg/mL with protocols n°8 and
protocol n°1, respectively. Thus, no matter the used protocol, the protein concentration seemed to be
strain-dependent (Figure 1).

After this step, both protocols n°1 and n°6 were excluded due to turnaround time. The investigations

about immunogenicity potential were continued with the rest of the protocols (n°3, 4, 7, 8, and 9).
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Development and selection of one protocol

With IL-8 quantifications in the supernatants, different pattern of inflammatory response appeared
according to the protocol used to create the bacterial extracts. To select one specific protocol, several
criteria were taken into account: the turnaround time, the protein concentration obtained, the
reproducibility inter-species (ATCC6919 and ATCC11827) and more importantly, the modulating
effect of the lysates obtained on skin innate immunity. To assess whether lysates were pro-
inflammatory or not, the negative control was taken as a reference threshold, and all IL-8 release
superior to this baseline (red line in figure 2) were considered as a positive inflammatory response.
First of all, protocols n°3 and n°7 induced a clear increase in IL-8 released by the skin explants, with
both ATCC6919 and ATCCI11827 strains, comparing with the negative control (Figure 2). For
example, lysates created by the protocol n°7 induced 1.6-fold (ATCC6919) and 1.5-fold
(ATCC11827) more IL-8 releases by the explants than the negative control.

On the other hand, protocols n°8 and n°9 induced an IL-8 increase but only with one strain. It means
that there was not the same efficacy for both strains using these two protocols. Finally, protocol n°4
was considered as closely “neutral”, because the IL-8 release was inferior to the negative control, after
incubation with both strains.

Taken together, these data suggest that, in our hands, protocol n°7 is the most adequate and the most
closely to the parameters mentioned for the validation of a specific procedure.

To further validate the immunogenicity of the lysates created, immunohistochemistries were
performed targeting innate immune markers, including TLR-2 (Toll-Like Receptor 2), B-defensin-2
and IL-1B (Figure 3).

Comparing with the negative control, an overexpression of the three tested markers was observed with
the explant incubated with the lysates created by the selected protocol, suggesting that protocol n°7
does create lysates with a significant immunogenic potential.

Taken together, these data show that protocol n°7 presents an appropriate turnaround time, creates a
usable protein concentration (150-450pg/mL), and is reproducible from one strain to another

(ATCC6919 and ATCC11827).
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Discussion

Preparation of cell-free extracts from live bacterial suspensions presents unique difficulties. However,
for hygiene and security reasons, it is important to set up reliable methods to obtain bacterial lysates to
perform the needed experiments. Regarding the current scientific literature, plenty of methods exist to
obtain cell-free extracts from Gram-positive bacteria, from mechanical disruptions to enzymatic
degradations (10,16,17).

This article proposes a method to create lysates from a live C. acnes bacterial suspension. The strength
of our method focuses on the controls included along the procedure, enabling to monitor the purity and
the bacteria degradation along with the protocol. Moreover, our method does not use any enzymatic
reaction, this way, it avoids a subsequent step of proteins isolation before using on cell cultures,
allowing to obtain ready-to-use bacterial fractions for experiments.

This study shows that protein concentration is strain-dependent. This observation raises the question of
each strain quality membrane. The type and the quantity of protein found in each strain of C. acnes
seem to be different. Interestingly, some articles already describe the differences existing between the
quality of surface proteins, especially concerning C. acnes subpopulations (10). This way, it could be a
hypothesis to explain the variations in protein concentration after the different procedures, from one
strain to another. In addition, protocol n°9 induced a very weak inflammatory response. Interestingly,
protocol n°9 consisted in a high-temperature heat-shock, at 80°C during 10 min. This way, it is
assumed that high-temperature may be able to denature the potential immunogenic proteins and that
the lysates are not immunogenic anymore.

Regarding the scientific literature, freezing/thawing cycles were not used at all for cell-free extracts
preparations. However, temperature shocks are widely used when bacterial walls degradation is
needed, especially for bacterial transformation. Indeed, it has been shown that sudden temperature
changes were able to alter the fluidity of the semi-crystalline membrane state achieved at 0°C. During
transformation protocol, it allows the DNA molecule to enter the cell through the zone of adhesion.
This way, it appears that temperature shock is able to mechanically degrade bacteria cell membrane,

and this way, is a useful step to create cell-free extracts.
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On the other hand, other mechanical disruption procedures including sonication, blending/grinding
with abrasives, or agitation with glass beads (16) have been successfully used with a variety of
bacteria (17-20). Sonication continues to be described as a method to mechanically disrupt the
bacterial membrane and inactivate bacteria, with moderate to highly-efficient results, considering
either Gram-positive or Gram-negative bacteria. For example, it has been recently reported for
Enterococcus faecalis (21) and also for Escherichia coli (22). According to recent data, it is interesting
to mention that Huang et al. performed the sonication step on ice, which appears to be the best
method, notably to avoid biohazard problems associated with generation of aerosols, but also to avoid
heat production when performed on long period of time (9). Taken together, these data show that
freezing-thawing cycles and sonication cycles both appear as an efficient method to mechanically
disrupt and degrade bacteria cell walls, and this way it is relevant to include both of them in a protocol
to create cell-free extracts, especially for a Gram-positive microorganism with a robust cell-wall
structure.

Concerning the reproducibility of the proposed procedure, this study reports that other strains were
also tested and lysates were successfully obtained with Cutibacterium granulosum and Cutibacterium
namnetense (data not shown).

Finally, in this study, experimental conditions to obtain cell-free extracts from a live bacterial
suspension of C. acnes were identified, including a heat-shock (60°C during 15 min), 10
freezing/thawing cycles (-80°C), and 5 sonication/freezing cycles (1min30sec). Both the protein
concentration obtained were verified, and the immunogenicity of the created lysates using an in vitro
human skin explant model. Moreover, morphological and purity controls were performed all along the
procedure using Gram staining and culture on blood agars.

To conclude, our study offers a standardized and controlled method to create immunogenic bacterial
membrane extracts from a living bacterial suspension, allowing firstly to use them in a shared
incubators avoiding contamination risks and secondly to use them as therapeutic tools for vaccines

development in severe acne context.
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328  Figure 1: Protein concentration analysis by BCA assay according to the seven protocols, for both C.
acnes ATCC6919 and ATCC11827. Experiments were carried out twice, mean values were taken and

330  presented in this graph.
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Figure 2: Quantification of inflammation-related cytokine IL-8 in explant supernatants after 6h-
incubation with C. acnes lysates from different protocols. Positive control was performed using LPS
(E. coli) and negative control was obtained by incubating skin explants in culture medium alone
(DMEM). (a) Presentation of the raw data obtained after IL-8 quantifications. (b) Presentation of the
data according to ratio fold increase in IL-8 release in supernatants taking the negative control as the

reference. IL-8 quantifications were performed by ELISA assay.
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346  Figure 3: Immunohistochemistry performed on the skin explant after 6h-incubation with bacterial C.
acnes lysates from ATCC6919 and ATCCI11827, created following the protocol n°7. Scale bars
348  indicate 300 pm.
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A.2  Caractérisation moléculaire des souches de C. acnes issue des patients inclus

Cette caractérisation moléculaire s’est effectuée selon les trois niveaux de caractérisation

connus actuellement.

A.2.a Identification du phylotype

Le phylotype a ¢été déterminé par PCR multiplex (Barnard et al., 2015b).
L’identification du phylotype a été réalisée grace a I’utilisation de souche de phylotype connu.
En fonction du profil des bandes obtenues aprés migration, le phylotype était déduit par

comparaison aux profils obtenus pour les souches controles (Figure 42, p.104).

Marqueur VIII

oD
)
=
v
<O
S
]
c
(o]
(&)

Figure 42 : Exemple de profil de migration obtenu aprés PCR multiplex, sur huit souches de C. acnes.

Lors de cette migration, le phylotype a pu étre déterminé pour les échantillons
suivants : FLE-D, CHA-V, CHA-D (phylotype 1A1), COU-V (phylotype 1A2). Le phylotype
n’a pas pu étre identifié pour les échantillons BER-V, ED-V, PUE-D (Figure 42, p.104).
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Aprés de plus amples investigations, il s’est avéré que ces échantillons étaient en fait des
Cutibacterium namnetense, ce qui expliquait ’impossibilité d’identifier un phylotype. Cette
vérification s’est effectuée par PCR amplifiant la séquence codant pour le géne gyrB et par
son séquencage suivie de la comparaison a une base de données en utilisant le logiciel CLC
Sequence Viewer (Qiagen Bioinformatics). Cette méthode d’identification a été mise au point
par notre groupe, et est décrite dans un article actuellement en cours de révision dans le
journal intitulé « European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Disease ».
Par ailleurs, le phylotype n’a pas pu étre identifié pour I’échantillon LEB-V a cause d’un
probléme technique lors de I’extraction d’ADN. Pour cet échantillon, le phylotype a été

identifié lors d’une seconde manipulation.

Apres identification de tous les phylotypes, nous avons obtenu les profils suivants en

fonction de la catégorie considérée (acné/sain, visage/dos) :

100 -
90 -
80 -
70 -
60 - =l
mlil
% 50 - miC
=B
40 -
mlA2
30 - mlA1
20 -
10 -
0 i

Visage Visage Dos
Sain Acné Sain Acne

Figure 43 : Détermination des phylotypes pour toutes les souches de C. acnes retrouvées lors de notre
étude (n=68).
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Nous observons une certaine diversité des phylotypes retrouvée dans le groupe sain,
notamment au niveau du visage ou quatre phylotypes ¢étaient représentés (IA1, [A2, IB, et II).
Dans ce méme groupe, trois phylotypes étaient représentés (IA1, II et III) au niveau du dos
(Figure 43, p.105). A I’inverse, le groupe acné¢ a démontré une perte de la diversité des
phylotypes par rapport au groupe sain, sur les deux zones étudiées. En effet, sur le visage,
quatre phylotypes étaient représentés (IA1, IA2, IC, et II) avec cependant une prédominance
du phylotype IA1. Cette perte de diversité était plus particulierement marquée au niveau du
dos, avec plus de 95% des souches identifiées comme appartenant au phylotype IA1 (Figure
43, p.105).

A.2.b Détermination des complexes clonaux et des types SLST

L’analyse de la distribution des complexes clonaux dans les deux groupes (acné/sain)
sur les deux zones considérées (visage et dos), a montré que le CC18 et le CC53 étaient
respectivement associés au groupe acné et au groupe sain (Figure 44, p.107). En prenant en
compte la localisation, 62,5 % des échantillons provenant du dos était du CC18, démontrant
une association significative de ce CC avec I’acné séveére du dos (p < 0.001). En outre, 16,6 %
des souches en provenance du dos appartenait au CC28, correspondant au phylotype 1Al
(absence totale du phylotype II). Une association significative a été retrouvée entre le type
SLST ATl et I’acné sévere du dos (p = 0.002). De maniére intéressante, le seul phylotype III de
C. acnes retrouvé dans 1’é¢tude a été isolé a partir du groupe sain, associ¢ au CC43 et un
nouveau type SLST appelé « L7 », jamais décrit auparavant (Figure 43, p.105 et Figure 45,
p-108).
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Figure 44 : Détermination des complexes clonaux pour toutes les souches de C. acnes retrouvées lors de
notre étude (n=68).

La description exhaustive des différents complexes clonaux retrouvés sur le visage et
le dos des deux groupes inclus dans 1’étude, est réalisé dans 1’article publi¢ dans le journal

intitulé « Acta Dermato-Venereologica ».

Enfin, il est a noter que les souches de référence ATCC6919 et ATCC11827,
appartenant au phylotype IA1, ont également été typés dans le cadre de ce travail de These.
Les résultats ont montré que les souches ATCC6919 et ATCC11827 appartenaient toutes
deux au CC18 et au type SLST Al.
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Figure 45 : Détermination des types SLST pour toutes les souches de C. acnes retrouvées lors de notre
étude (n=68).

De maniére intéressante, six nouveaux types SLST jamais décrits auparavant ont été
trouvés lors de ce travail de Thése. Ces six nouveaux types SLST étaient associés aux
phylotypes IA1 (A28, A27), IA2 (F11), I (K16, K17) et IIT (L7). Ils ont été incrémentés dans
la base de données en ligne publique (http://medbac.dk/slst/pacnes, derniére consultation le
05/06/2018). Actuellement, notre groupe a incrémenté une trentaine de nouveaux types SLST

dans cette base de données.

Ce travail de caractérisation des 48 souches issues des patients acné, et des 24 souches
issues des patients sains, a fait 1’objet d’une publication dans le journal « Acta Dermato-
Venereologica » (Dagnelie et al., 2018a). Par ailleurs, un travail de synthése sur les
techniques de phylogénie et typage moléculaire concernant ces trois niveaux de
caractérisation a été réalisé au sujet de ces trois niveaux de caractérisation de C. acnes. 1l a
fait I’objet d’une publication sous le format de revue narrative, dans le journal intitulé

« Clinical Microbiology and Infection » (Dagnelie et al., 2018b). Nous préconisons
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effectivement 1’utilisation d’un algorithme pour choisir la technique de typage moléculaire la
plus adéquate en fonction du niveau de caractérisation voulu (Figure 46, p.109). De ce fait, en
fonction des trois niveaux de caractérisation existants (phylotype, complexe clonal et type
SLST), nous préconisons I’utilisation de ['une ou I’autre technique. Concernant la
détermination des phylotypes, nous préconisons I’utilisation de la PCR multiplex. Pour le
complexe clonal, nous préconisons I’utilisation du schéma d’Aarhus (MLST9), et pour
I’identification du type SLST, I’utilisation du SLST mise au point par Scholz C. Les raisons

de ces sélections reposent principalement sur le temps de manipulation, le cott et le niveau de

discrimination.
Which molecular typing method would bebest for my project ?
How many strains to be typed ?
Phylogeny resolution needed ?
Identification of phylotype Identification of clonal complex Identification of SLST type
Phylogenetic screening -+ Study of clonal distribution - Precise genomic information

. Accurate discrimination of the
Global epidemiology analysis 6 e Gdbhes

| | !

SLST
2 MLSTS According to Scholz et al
Multiplex PCR
Accurdi:g ttg leaxamard etal. According to Lomhoit et al (2014)[15]
(2015)[10] (2010)[11] I

l ! l

Known SLST-type

hitp://medbac dk/sist/pacnes BLST-negative Unknown SLST type
gyrB PCR fo verify that Contact curator

hitp:/imedbac. dk/slst/pacnes

V

MNew SLST type incremented
in the public database

the strain is C. acnes

Figure 46 : Algorithme de décision de la technique de typage moléculaire en fonction du niveau de
caractérisation requis, extrait de (Dagnelie et al., 2018b).
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Points de synthése

e Le CCI18 apparait comme prédominant dans les isolats de C. acnes issus de prélévements
réalisés sur le dos et le visage de patients atteints d’acné sévere du dos.

e Le type SLST Al a démontré une association significative avec le dos des patients
atteints d’acné sévere du dos.

e Une réduction importante de la diversité des phylotypes de C. acnes est observée en
contexte d’acné sévere du dos, avec plus de 95 % des souches issues du dos des patients
appartenant au phylotype IA1 en comparaison au groupe sain.
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Patients with Severe Acne on the Back
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Propionibacterium acnes, a major member of normal
skin microbiota, is subdivided into 6 phylotypes: IA1,
IA2, IB, IC, II and III. This study investigated P. acnes
subgroups on the face and back in patients with se-
vere acne and in healthy controls. In 71.4% of patients
with severe acne, P. acnes phylotypes were identical
on the face and back, whereas this was the case in
only 45.5% of healthy controls. The healthy group car-
ried phylotypes IA1 (39.1%) and II (43.4%), whereas
the acne group carried a high predominance of IA1
(84.4%), especially on the back (95.6%). In addi-
tion, the single-locus sequence typing (SLST) method
revealed Al to be the predominant type on the back
of patients with acnhe, compared with a wide diversity
in the healthy group. We report here that severity of
acne on the back is associated with loss of diversity
of P. acnes phylotype, with a major predominance of
phylotype IA1l. The change in balance of cutaneous P.
acnes subgroups might be an inducing factor in the ac-
tivation of P. acnes, which could trigger inflammation.

Key words: acne, P. acnes phylotypes; clonal complexes; SLST-
types.
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mail: brigitte.dreno@wanadoo.fr

cne is one of the most common skin diseases world-
wide, affecting up to 85% of the population (1). At
the pathophysiological level, 2 factors play a crucial role:
the sebaceous gland and Propionibacterium acnes. P. ac-
nes is acommensal anaerobic Gram-positive bacterium of
the healthy skin. This bacterial genus has high specificity,
from face to feet areas (2). This study showed a predo-
minance of Propionibacterium genus on the face and
back. This microorganism diversity on the human body
also depends on several factors, such as host factors (e.g.
age, sex, hair follicle density) and environmental factors
(e.g. occupation, clothing choice, antibiotic use) (3, 4).
P acnes plays an important role in the maintenance
of normal cutaneous microbiota, by inhibiting the deve-
lopment of some pathogenic bacteria, such as Staphylo-
coccus aureus and Streptococcus pyogenes. It produces
propionic acid and, thus, can maintain acidic pH in the

doi: 10.2340/00015555-2847
Acta Derm Venereol 2018; 98: 262-267

pilo-sebaceous follicles. In addition to acne, P. acnes has
also been implicated in deep infections and orthopaedic ab-
scesses (5—7), lung abscesses (8), prostate cancer (9), and
sarcoidosis (10). Its development in deep infections may
be related to the secretion of a biofilm that increases both
its adherence to surfaces and antibiotic resistance (11).

In the skin, P. acnes, as an anaerobic bacterium, is
located more specifically in the pilo-sebaceous follic-
les. A number of studies have shown that P. acnes can
activate innate immunity, mainly via Toll-like receptors
(TLRs) expressed by keratinocytes and monocytes (12,
13). P. acnes also stimulates the secretion of interleukins
(IL)-12, IL-8, IL-1PB and IL-17 cytokines by monocytes
(14). Thus, it plays a crucial role in the development of
inflammatory lesions in acne.

P acnes population strains are divided into 6 main
phylotypes: IA1, IA2, IB, IC, Il and I1I. Recent genomic
studies have also highlighted the presence of subgroups
among phylotypes, according to genome analysis called
multi-locus sequence typing (MLST) (15) and single-
locus sequence typing (SLST). These cluster differentia-
tions are called clonal complexes (CCs). Some P. acnes
phylotypes are associated with skin disease conditions,
such as phylotype I1I and progressive macular hypome-
lanosis (16). Moreover, different P. acnes phylotypes are
known to induce distinct immune responses in the context
of'acne (12, 17). The aim of this study was to determine
and compare the different P. acnes phylotypes, CCs and
SLST types on the face and back of patients with severe
acne of the back vs. a healthy population.

MATERIALS AND METHODS

Recruitment of healthy volunteers and patients

At the first visit, patients with acne who fulfilled the inclusion
criteria were selected. The inclusion criteria were: age (1635
years), at least 2 nodules on the back, complying with wash-out
periods for acne drugs including systemic antibiotics (1 month),
oral retinoids (6 months) and topical treatments (2 weeks). Healthy
volunteers were selected according to inclusion criteria, including
the total absence of acne on the face and back, and the absence of
other history or current dermatological pathologies. All patients
provided signed informed consent and the study was approved
by the health authorities (Agence Nationale de Sécurité du Médi-
cament et des Produits de Santé (ANSM); number 151141B-42)
and ethics committee (Comité de Protection des Personnes (CPP);
number 21-15).

This is an open access article under the CC BY-NC license. www.medicaljournals.se/acta

Journal Compilation © 2018 Acta Dermato-Venereologica.
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Table I. Clinical data for acne patients

Back score Age, Face score
Pat. No. (ECLA) Sex years (GEA)
9008 5 F 21 2
9020 5 M 23 1
9001 4 M 24 1
9002 4 M 31 2
9004 4 M 22 2
9006 4 M 33 1
9014 4 M 21 1
9017 4 M 34 1
9021 4 F 24 2
9003 3 M 22 2
9005 3 M 29 1
9007 3 M 28 2
9009 3 M 33 1
9010 3 M 21 2
9011 3 M 22 2
9012 3 M 18 3
9013 3 F 19 3
9015 3 M 31 1
9016 3 M 20 1
9018 3 M 29 1
9019 3 M 21 1

GEA: Groupe Expert Acné; ECLA: Echelle de Cotation des Lésions d’Acné.

Clinical data

For each patient with acne, face and back acne scores were esta-
blished by a dermatologist. These scores were estimated from 0 to
5 according to the type of acne (mild to severe), for both areas. All
scores are shown in Table I. Scores for back acne were established
according to the Echelle de Cotation des Lésions d’Acné (ECLA)
scale (18). Scores for face acne were established according to the
Groupe Expert Acné (GEA) scale (19). The experimental scheme
of the study is detailed in Fig. 1.

Bacteriological sampling and microbiology study

For all included patients, swab samples were taken from the
face and the back at the same visit, from a surface area of 1 cm?
surrounding an inflammatory lesion (papule), by rubbing with
the swab for 45 s. Samples were collected in both groups from

INCLUDED patients (n=36)

‘ ACNE patients (n=24) ‘ ‘ HEALTHY patients (n=12) ‘

e —~ —

FACE BACK FACE BACK
sampling sampling sampling sampling
(n=24) (n=24) (n=12) (n=12)

L ! A i

Molecular characterization of the predominant P. acnes clone from culture
(n=68)

Y ) J 4

1A1: 72.7% - oF o 1A1: 41.6% IA1: 36.4%
1A2: 13.6% :2;::%;" I1: 33.3% 1l: 54.5%
11:9.1% - IB: 16.6% 11:9.1%

T T T T
CC18: 54.1% | | cc18: 62.5% Clonal CC18:33.3% | |cC18: 8.3%
CC28:16.6% || CC28: 16.6% CC28: 16.6% | | cC28: 16.6%
€C53:83% ||ccsa:4.1% Omprexes | | ccs3: 33.3% | | ccsa: 50.0%

Fig. 1. Experimental scheme of the study and summary of the main
results obtained. CC: clonal complex; SLST: single-locus sequence typing.
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the back and face zones, using a cotton swab, and separately
discharged into a brain heart infusion medium and delivered to
the Bacteriology Department of Nantes University Hospital within
30 min. Each sample was cultured anaerobically at 37°C for 7-10
days. Colonies with the macroscopic morphology of P. acnes were
picked from each plate to recover the predominant strain of P.
acnes. As reported recently (20), this picking method allows the
predominant clone of P. acnes present in the cutaneous skin flora
to be recovered. Indeed, it has been shown that the representative
isolate constitutes 85—-100% of the sample.

All isolates were identified by matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry with a VitekMS®
mass spectrometer (MALDI-TOF MS) (bioMérieux SA, Marcy-
I’Etoile, France). All strains were identified accurately with a
value >99.9%.

DNA extraction and phylotype determination

Total DNA from P. acnes isolates was extracted using the Insta-
Gene Matrix method (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
according to the manufacturer’s instructions.

The 6 main phylotypes for all isolates were determined as de-
scribed previously (21).

Multi- and single-locus sequence type determination and sequencing
protocol

MLST is a method to determine to which clonal complex a P,
acnes strain belongs. Recently, 2 main MLST schemes have been
developed (22, 23), but we decided to use the method developed
by Lomholt & Kilian (23) according to its best discriminant power.
This scheme is based on partial sequencing of 9 housekeeping
genes, comprising a total of 4,287 nucleotides, and is available at
http://pacnes.mlst.net/.

SLST is a molecular typing method based on the analysis of a
single locus of the P, acnes genome. The portion of amplified DNA
enables the identification of P. acnes SLST-types (Al, AS etc.).
SLST was carried out on all isolates, as described previously (24).
Reference sequences for alignment and trimming are described
in the web-interface typing tool at http://medbac.dk/slst/pacnes

Sequencing was performed on a 3130xI-1 Hitachi (Applied
Biosystems, Foster City, USA). At the end of the sequencing,
each sequence for each sample was reviewed and analysed using
Seqscape software v2.5 (Applied Biosystems) before comparison
with online databases.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Fisher exact test (R soft-
ware (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria)).

RESULTS

Clinical isolates and cultivable skin microbiota

A total of 24 patients with acne and 12 healthy volun-
teers were recruited. For each patient with acne, GEA
and ECLA scores were established by a dermatologist
for the face and the back, respectively. Concerning the
back zone, 15 of the 24 patients scored 3, 7 scored 4,
and 2 scored 5. In addition, concerning the face zone,
14 scored 1, 8 scored 2 and 2 scored 3. The clinical data
are shown in Table I.

Positive culture was obtained for all patients and
controls (100%). Cultures identified P. acnes, but also
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other bacterial species, including S. aureus (acne group
2/48; 4.2% vs. healthy group 2/24; 8.3%), and S. epi-
dermidis (acne group 33/48; 68.8% vs. healthy group
14/24; 58.3%). P. acnes was systematically recovered
from all collected samples (n=72) in culture, except
for 4 samples. Instead of P. acnes, other species were
discovered, including P. avidum in the healthy group
(2/24; 8.3%), P. granulosum in the acne group (1/48;
2.1%) and P. namnetense in the acne group (3/48; 6.3%).
However, no significant difference in bacteria diversity
was noted on the back between acne and healthy indivi-
duals (p=0.820). In addition, no significant difference
in bacteria diversity was noted between the face samples
from subjects with acne and healthy subjects (»=0.690).

P. acnes phylotype diversity on face vs. back

The P. acnes phylotypes found both on the back and on
the face in acne vs. healthy groups were different.

In healthy group samples (face and back), 5 of the 6
main phylotypes were present, showing a large diversity:
1IA1, IA2, IB, II and I (Fig. 2). The most predominant
ones were phylotypes A1 and II (respectively, 39.1%
and 43.5% of isolates), 8.7% were phylotype IB, 4.3%
phylotype I1I and 4.3% phylotype IA2. On the face, the
most predominant phylotypes found were phylotype IA1
(41.6%), and 11 (33.3%). This trend was the same on the
back zone for this group, with a majority of phylotypes
IA1 and II (36.3% and 54.5%, respectively).

In acne group samples (face and back), 4 out of the
6 main phylotypes were identified: IA1, IA2, IC, and II
(Fig. 2). Phylotype IA1 represented 84.4% of typed P.
acnes. The other phylotypes represented only 6.6% for
phylotypes 11, 2.1% for IC, and 6.6% for 1A2 (6.6%)
(Fig. 2). No phylotype III was identified. Concerning the
back zone, a large predominance of phylotype IA1 was
found (95.6%) with a significant association (» <0.001),

100
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0 .

Healthy Face Acne Face Healthy Back Acne Back

Fig. 2. Propionibacterium acnes phylotype distribution on 2 sites on
healthy volunteers and acne patients (n =12 and n = 24, respectively).
Categories “Healthy” and “Acne” represent the percentages of phylotypes
found on the back and the face, respectively.
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phylotype Il represented only 4.3% of the P. acnes strains,
no other phylotype was detected on this body site. On
the face zone, phylotype IA1 was the most predominant
phylotype (72.7%), compared with 13.6% for phylo-
type 1A2, 9.1% phylotype II. Moreover, a rare P. acnes
phylotype was also found in the acne group on the face:
phylotype IC (1/48; 2.1%). For both zones, no significant
association was found between acne severity (GEA and/
or ECLA scores) and phylotypes (p=0.649 for the face
and p=0.391 for the back). The main results concerning
phylotypes identification are shown in Fig. 1.

In conclusion, there was a higher diversity of P. acnes
phylotypes on the face vs. the back zone, in both groups,
and phylotype IA1 was largely represented in the acne
group, especially in the back zone.

Analysis of multi-locus and single-locus sequence type
determination

To go deeper in the analysis of P. acnes lineages involved
in acne lesions, 2 additional molecular typing methods
were performed: MLST and SLST. These additional
methods offer more precise data about the phylogenetic
clades distribution of P. acnes isolates. SLST-type A1 was
predominant in the acne group (Fig. 3). A higher diversity
of SLST-types associated with known phylotypes (IA1
and II) with new SLST-types never described before was
also noted: K16 (phylotype II) and L7 (phylotype III) in
the healthy group; A27, A28 (phylotype IA1), F11 (phy-
lotype 1A2), and K17 (phylotype II) in the acne group.
Analysis of the distribution of clonal complexes (CC)
among both healthy and acne populations in the back/
face zones revealed that CC18 and CC53 were more

100 1 F11
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mK186
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HAS

Acne Back Healthy Face Healthy Back

Fig. 3. Propionibacterium acnes single-locus sequence typing (SLST)
typedistribution according to 2 body sites on healthy volunteers and
patients with acne (n =12 and n =24, respectively). Categories “Healthy"”
and “Acne” represent the percentages of the different SLST types found
on back and on face in either the healthy group or the acne group. “"ND”
category represents the other species found instead of P. acnes, where
typing was not possible.
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Fig. 4. Propionibacterium acnes clonal complex (CC) distribution on
2 sites on healthy volunteers and acne patients (n=12 and n=24,
respectively). Categories “Healthy” and “Acne” represent the percentages
of the different CCs found on the back and face in either the healthy or the
acne group. “ND” category represents the other species found instead of
P. acnes, where the typing was not possible.

associated with the acne group and the healthy group,
respectively (Fig. 4). The main results concerning CC
identification are shown in Fig. 1.

In healthy group samples, 41.6% belonged to the CC53
subgroup (phylotype II and K SLST-types), 20.8% of
the P. acnes strains belonged to the CC18 subgroup and
16.6% to the CC28 subgroup belonging to phylotype
IA1 including SLST-types A1, C1 and D1 (Figs 3 and 4).
Taking into account the location (face or back), 50.0% of
the back samples were CC53 (phylotype II including K1,
K2, and K8 SLST-types), 16.6% were CC28 (phylotype
IA1 including D1 SLST-type), 8.3% were CC18 (phylo-
type IA1 and A1 SLST-type), 8.3% were CC3 (phylotype
IA1 and C1 SLST-type) and, finally, 8.3% were CC43
(phylotype III and new SLST-type named “L7”) (Figs 3
and 4). Concerning the face zone, 33.3% of the strains
were CC18 (phylotype IA1 and A1 SLST-type) and
33.3% were CC53 (phylotype Il including K1 and a new
SLST-type named “K16”), whereas 16.6% were CC28
(phylotypes IA1 and IA2 corresponding to D1 and F4
SLST-types) and 16.6% were CC36 (phylotype IB and
H1 SLST-types) (Figs 3 and 4).

Interestingly, the only P. acnes phylotype 111 found in
this study was recovered in the healthy group, associa-
ted with CC43 and a new SLST-type L7 not previously
described.

In acne group samples, 58.3% of the P. acnes strains
belonged to CC18 and 16.6% belonged to CC28,
including SLST types Al, A5, C1, D1 and E3 (Fig.
3, 4). Taking into account the location, 62.5% of the
back samples were CC18, demonstrating a significant
association of this CC with back acne skin-condition
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(»<0.001). Moreover, 16.6% of the back samples were
CC28, corresponding to phylotype IA1 (total absence of
phylotype II), whereas 54.1% of the face samples were
CC18, 16.6% were CC28, and 8.3% were CC53 (phy-
lotype II corresponding to K SLST-types). In addition,
a significant association was found between SLST-type
A1 and back acne skin-condition (p=0.002).

All new SLST-types described for the first time in this
study are as listed: A27 (acne back), A28 (acne face), F11
(acne face), K17 (acne back), K16 (healthy face and heal-
thy back), and L7 (healthy back). These new SLST-types
have been incremented in the online database, based on
Christian F. P. Scholz’s genetic system (http://medbac.dk/
slst/pacnes). The main results concerning identification
of CC and SLST-types are summarized in Fig. 1.

DISCUSSION

In summary, this study reveals that inflammatory severe
acne of both face and back is associated with diversity
loss of P. acnes phylotypes, and a high predominance of
phylotype IA1, both on the face (72.7%) and the back
(95.6%), which has not been described previously. In
healthy individuals, 2 main phylotypes have been found:
IA1 (39.1%) and II (43.4%). In addition, this study
identifies A1 SLST-type as the predominant SLST-type
recovered from nodular acne of the back.

Distribution of phylotypes and CCs on the human
body in the context of acne has been studied previously.
Lombholt & Kilian analysed the distribution of CCs in 2
patients with acne on the face/back (25), and showed the
presence of several CCs, including CC3 and CC18 on
face, but a lower diversity of CCs on the back. Moreover,
the results of the current study confirm those of Lomholt
et al. (20) regarding the predominance of IA1 phylotype
(CC18) in patients with acne, but this study did not per-
form determination of SLST-types. In our study, among
the large diversity of SLST-types found, we describe
the significant association between A1 SLST-type and
severe back acne. Overall, despite a highly conserved
genome of P. acnes (26), we show that acne lesions are
associated with the development of a specific subpopula-
tion of P. acnes.

From our 72 isolates, the A1 SLST-type was signifi-
cantly associated with acne skin condition. In addition,
we found 6 new SLST-types that had not been described
previously (i.e. F11,L7,K16,K17,A28, and A27), which
have been incremented in the online database (24) (http://
medbac.dk/slst/pacnes). Currently, the impact of the
different SLST-types on skin disease is not known; this
field represents an interesting avenue for future clinical
investigations. To our knowledge, 2 studies currently
describe P. acnes SLST-types found in acne vulgaris (27,
28). In Nakase et al., the SLST-type predominantly found
in severe acne is AS. In our data, we found the SLST-type
A1 as the predominant type in severe acne of the back.
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This difference can be due to ethnicity, skin care (i.e.
use of cleansers, moisturizers, etc.), climate, and acne
therapeutic care, which differs from country to country,
notably with regard to use of antibiotics, isotretinoin and
benzoyl peroxide. Nevertheless, in both cases we found
clade A to be predominant in severe acne.

In contrast to SLST-types, association of CCs with
some diseases is starting to be well-documented, such
as: CC36 and CC53/60 in prostate cancer and absence of
CC18 (29), and CC18 association with acne-skin condi-
tion (20). Previous works have reported a high diversity
of CCs in sarcoidosis: CC36, CC28, CC53, CC18 and
singletons (30). In the same manner, our data reveal a
diversity of CC, found on both the back and face zones,
in the healthy group. For example, phylotype IA1 was
associated with CC18, CC28 and CC3. In addition, our
study confirms the association between CC18 and acne,
and between CC53 and healthy skin.

Our results show a decrease in diversity of P. acnes
phylotypes in severe back acne (all patients had a mini-
mum of 2 nodules on the back and 40% of patients were
scored 4-5). This loss of diversity could be the result of
hyperseborrhoea, which is associated with both qualita-
tive and quantitative sebum modifications inducing alte-
ration of the skin barrier and, subsequently, microbiota
changes. Interestingly, it has been shown that there is a
direct link between hyperseborrhoea, proliferation of P
acnes and onset of acne lesions (31). As the microbiota
modulates the innate immunity of the skin (32, 33), this
loss of diversity could activate innate immunity, trig-
gering the development of inflammatory acne lesions.

We also report differences in the pattern of P. acnes
phylotypes between the back and face. We hypothesize
that these differences might be related to several factors
that impact differently on face/back skin bacterial po-
pulations, such as cleansers and physical agents (wind,
sun, etc.), although this has not been investigated for P,
acnes phylotypes (3, 4).

In culture we identified P namnetense in 3 patients
(2 minor acne face score 1; 1 severe acne back score 3),
which has not been described previously in acne and
could lead to further investigations about the link bet-
ween this bacterium and specific clinical forms of acne.
All patients and controls were positive for P. acnes or
related species with our sampling method, which is an
important point at the methodological level, compared
with previous studies in which culture positivity was
found in approximately 70—-84% of patient samples (34,
35). Concerning the association between S. epidermidis
and P, acnes, we identified S. epidermidis in 50% of acne
back samples (41.6% in healthy back), and 75% of acne
face samples (75% in healthy face) (data not shown),
respectively. Interestingly, these data favour the hypo-
thesis of a symbiotic association between P. acnes and
S. epidermidis, as a crucial element for skin microbiota
balance (3, 36).
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At the bacteriological level this study sheds light on
an important question: Do all CCs that belong to a same
cluster (i.e. A1) stimulate innate immunity effectors in
the same way? Seeing how different the P. acnes CCs
and SLST-types are from one body area to another in
both acne/healthy context, the elucidation of this ques-
tion will permit better understand of the role of certain
P. acnes subgroups (i.e. SLST-types and CCs), and
determine whether some of them are associated with
pro-inflammatory reactions in human skin.

The results of this study suggest that acne could be
associated with the proliferation of one specific phylo-
type. These results can be related to the study from Tax
et al. (37), who found a difference in growth properties
and propionic acid production between the different P,
acnes phylotypes. Taken together, these data provide a
potential explanation for the role of the different P. acnes
phylotypes in acne physiopathology.

This study opens up new areas of research into inno-
vative alternative treatments for acne. In 2015, Yu et
al. reviewed P. acnes molecular typing methods, and
pointed out the importance of investigating P. acnes
populations in acne vulgaris (38). The microbiological
results presented here may be crucial for the elaboration
of innovative therapies, such as probiotic treatments, as
suggested previously (38). For instance, future topical
treatments could restore the phylotype diversity, through
re-introduction of P. acnes subgroup CC53. In addi-
tion, our data give a precise lineage description of the
dominant P, acnes clones found in the context of severe
acne, identifying for the first time the A1 SLST-type as
the predominant SLST-type found in this disease. This
information is currently the most precise genetic level of
subgroup identification concerning P. acnes bacterium
(24). It suggests the possibility of setting up a vaccine
targeting A1 SLST-type, especially for children with a
family history of severe acne, and with previous isotreti-
noin treatment in parents or brothers and sisters. Indeed,
as acne occurs earlier and is more severe in patients with
a positive family history, there is a need to investigate
ways to prevent acne development, such as vaccination.
Such treatments might prevent the irreversible scars as-
sociated with severe acne, which is a major problem in
this disease.
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Background: The Gram-positive, anaerobic/aerotolerant bacterium Cutibacterium acnes is a commensal of
healthy human skin; it is subdivided into six main phylogenetic groups or phylotypes: 1A1, IA2, IB, IC, II
and III. To decipher how far specific subgroups of C. acnes are involved in disease physiopathology,
different molecular typing methods have been developed to identify these subgroups: i.e. phylotypes,
clonal complexes, and types defined by single-locus sequence typing (SLST). However, as several mo-
lecular typing methods have been developed over the last decade, it has become a difficult task to
compare the results from one article to another.
Aims: Based on the scientific literature, the aim of this narrative review is to propose a standardized
method to perform molecular typing of C. acnes, according to the degree of resolution needed (phylo-
types, clonal complexes, or SLST types).
Content: We discuss the existing different typing methods from a critical point of view, emphasizing
their advantages and drawbacks, and we identify the most frequently used methods. We propose a
consensus algorithm according to the needed phylogeny resolution level. We first propose to use
multiplex PCR for phylotype identification, MLST9 for clonal complex determination, and SLST for
phylogeny investigation including numerous isolates.
Implications: There is an obvious need to create a consensus about molecular typing methods for
C. acnes. This standardization will facilitate the comparison of results between one article and another,
and also the interpretation of clinical data. M.-A. Dagnelie, Clin Microbiol Infect 2018;s:1
© 2018 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.

Introduction

has also been described in acne vulgaris [9]. Currently, the C. acnes
population is subdivided into six main phylotypes: 1A1, IA2, IB, IC, II

Cutibacterium acnes (formerly Propionibacterium acnes) is a
Gram-positive bacterium known to be a key member of the human
skin microbiota [1]. Although it has been often reported as a
contaminant of cultures and not as an obvious pathogen, C. acnes is
today regarded as an opportunistic microorganism and is probably
underdiagnosed [2]. Its involvement in device-related infec-
tions—including prosthetic joint and spinal instrumentation
infections—is being increasingly highlighted [3,4]. Detection of
C. acnes has also been reported during sarcoidosis [5], prostate
cancer [6], and progressive macular hypomelanosis [7,8]. C. acnes
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Service de Bactériologie-Hygiene Hospitaliere, CHU de Nantes, 9 quai Moncousu,
44093 Nantes Cedex 01, France.
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and II1 [ 10—14]. So far, the role of specific C. acnes subgroups in the
physiopathology of these diseases remains a field of intense sci-
entific debate.

In the last decade, in order to decipher how far C. acnes-specific
clades or lineages are involved in disease physiopathology, several
molecular typing methods have been developed to identify sub-
groups—i.e. phylotypes, clonal complexes, types defined by single-
locus sequence typing (SLST)—potentially associated with specific
disease conditions [5—8,15]. All these molecular methods are based
on partial amplification and sequencing of conserved genes. How-
ever, despite a renewed interest over several years, it remains
difficult to obtain a clear overview of the implication of C. acnes
subgroups in specific diseases. Indeed, molecular typing methods
used and data dedicated to a clinical entity are not comparable from
one study to another. Therefore, to compare the phylogeny of
clinical isolates recovered during different diseases, we consider

1198-743X/© 2018 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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that medical and scientific research is needed to establish a
consensus about C. acnes molecular typing methods available, and
thus to build up an internationally recognized reference method.
Here, we reviewed the existing molecular typing methods recently
proposed, and evaluated the most discriminating ones according to
the literature. We propose an appropriate scheme to perform
C. acnes molecular typing according to the level of phylogeny
identification needed—i.e. phylotype, multi-locus sequence typing
(MLST) types, SLST types—in order to build up a global solution
using harmonized current methods.

Methods developed for C. acnes molecular typing
Context

Over the years, the phylogenetic tree of the different lineages of
C. acnes has evolved considerably. Indeed, C. acnes has been his-
torically typed into two groups (I and II) according to several
criteria, including serological agglutination tests, the ability to
metabolize sugar and sugar alcohols, and susceptibility to bacte-
riophages [16—20].

Subsequently, another rapid and accessible typing method
based on the amplification of variable regions of the genome has
been proposed. This method has been useful to analyse in a stan-
dardized way a large number of strains at the same time. Thus,
Shannon et al. have developed a PCR typing scheme using specific
primers for each type and amplifying short regions of the recA gene
that differentiate types IA, IB and II [21]. Kwon et al. have also used
this method to classify C. acnes isolates from acne lesions [22]. On
the other hand, a rep-PCR method providing a standardized band
pattern has been evaluated by Davidsson et al. on C. acnes isolates
from prostate cancer tissues [23]. Recently, Aubin et al. demon-
strated the ability of this method to screen and distinguish the
phylotype of clinical C. acnes strains [24]. Unfortunately, this
method is no longer available on the market. Other methods
(serotyping, ribotyping etc) have previously been used to perform
typing of C. acnes, but nowadays they are no longer used and have
given way to faster, more efficient and discriminating techniques
based on molecular biology.

Phylotype determination

recA or tly PCR/sequencing typing method

Historically, the first molecular typing method developed was
based on amplification and sequencing of a single gene target,
especially the recA or tly genes. In 2005, three phylogenetic groups
were defined: IA, IB and Il [12,25]. Then phylotype III was reported,
leading to four groups [13], and the identification of phylotype IC
increased the number of subtypes to five [26].

Multiplex PCR for phylotype determination

The most efficient, cheapest, and less time-consuming method
for determining phylotype has proved to be the multiplex PCR
developed in 2015 [10]. This method is based on the simultaneous
amplification of six genes leading to a combination of band profiles
(Table S1a). This method requires only amplification and migration.
More recently, regarding the C. acnes genome available in the
GenBank databases (more than 139 publicly available), new
genomic analyses have also been performed, and it has been pro-
posed that three subspecies of C. acnes be distinguished [27,28].

MLST molecular typing

More specific typing methods were needed to precisely char-
acterize strain phylogeny and to determine to which main clusters

the clinical isolates recovered from human samples belong,
allowing correlation between specific lineages and diseases. Since
the 2000s, one of the most interesting methods developed to
perform molecular typing has been the MLST. Originally, the first
scheme was developed in 1998 for Neisseria meningitidis [29]. The
MLST method aims to establish the sequence type (ST) or clonal
complexes (CCs) of bacteria to identify subgroups based on the
allelic profile of each strain. Thanks to this method, phylogenetic
trees are built up and illustrate the genetic distances existing be-
tween strains.

MLST9 according to Aarhus scheme, 2010 [11]

Regarding C. acnes, this molecular typing method—based on the
analysis and the partial sequencing of nine genes—has been
developed by Lomholt and Kilian (Aarhus scheme). This scheme
was the first to be described in 2010 for C. acnes. The nine targeted
housekeeping genes selected are involved in the bacterial meta-
bolism and are described in the database (Table S1b). The database
is available on the MLST website (http://www.mlst.net/). At the
very last consultation (12/05/2017), 143 STs have been described.

MLST? according to the Belfast scheme, 2011 [30]

One year later, another molecular typing method based on the
analysis and the partial sequencing of seven different genes was
developed by McDowell et al. [30]. The seven targeted genes are
described in the database available on the website https://pubmlst.
org/pacnes/ (Table S1c).

Only the recA gene is shared between the Aarhus and Belfast
MLST schemes. A well-documented comparison of both schemes
has been published, and shows that the Aarhus scheme is the most
discriminating one [31]. In the Aarhus scheme, the targeted genetic
sequences are located all along the bacteria genome with a
balanced distribution, whereas in the Belfast scheme the targeted
genes are concentrated in one half of the genome length [31].

MLST8 according to Belfast scheme, 2012 [14]

McDowell et al. have updated the previous MLST scheme by
proposing the analysis of eight genes to increase its discriminatory
power [14]. This MLST scheme allows a better discrimination be-
tween IA1 and IA2 phylotypes and a better characterization of the
rare IC phylotype than the previous one described by the Belfast
group. In order to save time and money, the same group subse-
quently developed a reduced MLST scheme using only four genes
which had the same discriminatory power [32]. This scheme en-
ables six main phylotypes to be determined. However, after the first
description, no clinical study has used this MLST4 scheme to vali-
date its discriminatory power.

SLST molecular typing

More recently, Scholz et al. have developed a rapid and less
expensive way to perform molecular typing of C. acnes [15]. More
than 139 C. acnes genomes were sequenced (available on the
Genbank website), enabling the creation of a new scheme based on
the analysis of a single locus (SLST) to distinguish all described
phylotypes (IA-1, IA-2, IB-1, IB-2, IB-3, IC, I and III).

At that time, very few articles used this innovative method to
characterize patient isolates [8,33—35]. However, despite the
high typability of the SLST method, we have reported some SLST-
negative strains with the original primer set [35]. Scholz et al.
equated these SLST-negative strains as ‘non-C. acnes strains’.
However, we performed both MALDI-TOF (ViteK MS bioMérieux)
and gyrB sequencing on SLST-negative strains and confirmed the
identification as C. acnes (data not shown). Thereafter, we
confirmed that rare C. acnes strains are carrying the SLST
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Analysis of the scientific literature on the molecular typing methods most used in clinical studies (18 papers in total).

Reference Isolates number* Method for MLST4, SLST Association with disease Characterization of
phylotyping 8or9 the strains
Lombholt and Kilian, 210 (143)° ND MLST9 ND Acne (n = 105) I-1a(n =77)
2010 [11] Various opportunistic I-1b (n = 13)
infections (n = 30) I-2 (n = 23)
Caucasian healthy carriers Il (n=26)
(n = 55) Il (n = 4)
Chinese healthy carriers
(n=20)
Dekio et al., 2012 [43] 50 ND MLST7 ND Healthy volunteers (n = 10) IA (n=14)
Atopic dermatitis (n = 4) IB(n=18)
No more detail II(n=13)
Il (n = 5)
McDowell et al., 87 ND MLST4 ND Acneic lesions (n = 24) IA1 (n = 35)
2013 [32] Healthy skin covering ‘acne- I1A2 (n=4)
prone’ areas (n = 19) IB (n = 27)
Blood (n = 15) IC(n=1)
Soft tissue infections (n = 27) II(n=15)
Medical devices (n = 2) Il (n=5)
Mak et al., 2013 [39] 9 ND MLST9 ND Prostate cancer (n = 9) I-2(n=2)
N(n=7)
Tomida et al., 2013 [40] 82 ND MLST8 and ND Skin (acne/healthy) (n = 74) I-1a (n = 56)
MLST9 Refractory endodontic lesions I-1b (n = 6)
(n=2) I-2(n=2)
Plate (n=1) Il (n=10)
Pleuropulmonary NA(n =8)
infection (n = 1)
Aqueous humor (n = 2)
Abscess (n = 1)
Corneal scrape (n = 1)
Scholz et al., 2014 [15] 188 (86)° ND MLST9 Scholz et al. Healthy subject (n = 86) IA1 (n = 48)
method IA2 (n = 21)
IB (n = 4)
IC(n=2)
I(n=9)
I (n =2)
Barnard et al., 2015 [10] 312 Barnard et al. ND ND Wide range of clinical sources IA1 (n = 145)
method and healthy skin 1A2 (n = 20)
No more detail IB (n = 65)
IC(n=7)
Il (n = 45)
I (n = 30)
Minegishi et al., 2015 [41] 60 ND MLST9 ND Representative strain called ‘C1’ ST26 (n = 13)
and previously published ST44 (n=1)
(n = 1) (Minegishi et al., 2013) ST103 (n=1)
Lymph nodes of patients with ST8 (n = 3)
sarcoidosis (n = 23) ST41 (n = 6)
Non-metastatic lymph nodes of ~ ST104 (n = 1)
cancerous patients (n = 10) ST94 (n=1)
Healthy skin from healthy ST70 (n = 3)
individuals (n = 12) ST51 (n = 3)
Prostate cancer (n = 14) ST67 (n = 7)
ST102 (n = 2)
ST95 (n = 1)
ST105 (n=1)
ST100 (n = 3)
ST110 (n=1)
ST98 (n=1)
ST97 (n=1)
ST91 (n=1)
ST101 (n=1)
ST36 (n=1)
ST112(n=1)
ST96 (n = 1)
ST108 (n=1)
ST109 (n = 1)
ST111(n=1)
ST107 (n = 1)
ST106 (n = 1)
ST99 (n=1)
Giannopoulos et al., 25 ND MLST8 ND Acne (n = 25) IA1 (n=15)
2015 [44] IA2 (n = 8)
IB(n=2)

(continued on next page)
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Reference Isolates number*® Method for MLST4, SLST Association with disease Characterization of

phylotyping 8or9 the strains

Lombholt et al., 2017 [45] 241 recA and MLST9 ND Acne (n = 12) ST27

fba typing Healthy individuals (n = 11) CC53
CcC36
CC31
Ccc28
Ccc18
cc3
The detailed numbers
for each CC were not
available in the article
Paugam et al.,, 2017 [35] 63 Barnard et al. ND Scholz et al. Mild acne (n = 29) IA1 (n=39)
method method Severe acne (n = 34) IA2(n=1)
IB(n=3)
I(n=9)
Il (n=1)
Negative strains for
phylotypes (n = 8)
Cutibacterium spp. (n = 2)
Petersen et al., 2017 [8] 96 (total used ND ND Method adapted Patients suffering from PMH lesions
reads = 7674) from Scholz et al. progressive macular IA1 (n =982.2) 12.8%

hypomelanosis (n = 8) Il (n = 429.7) 5.6%

Healthy individuals (n = 8) Il (n = 5671) 73.9%
Not visible in article: 7.7%
Healthy individuals
IA1 (n = 4358.8) 56.8%
II(n=1711.3)22.3%
I (n = 1089.7) 14.2%
Not visible in article: 6.7%

Aubin et al., 2017 [24] 88 ND MLST9 ND Reference strains (n = 2) IA1 (n = 45)
Monomicrobial IB(n =35)
instrumentation spine IC(n=1)
infections (n = 58) I(n=7)

Prosthetic monomicrobial
infections (n = 14)
Acne lesions (n = 14)
Aubin et al., 2017 [46] 3 ND MLST9 ND Granulome IA1(n=1)
[A2(n=1)
B(n=1)

Aubin et al.,, 2017 [3] 11 recA typing MLST9 ND Reference strains (n = 2) IA1/2 (n=5)
Monomicrobial spinal IB(n =6)
instrumentation infections
(n=4)

Prosthetic monomicrobial
infections (n = 2)
Acne lesions (n = 3)
Nakase et al., 2017 [34] 68 ND ND Scholz et al. Acne patients (n = 113) IA1 (n = 42)
method IA2 (n = 22)
IB(n=2)
Il (n=2)
Burnham et al., 2017 [37] 140 Barnard et al. ND ND Central nervous system and IA1 (n = 35)
method prosthetic joint infections IA2 (n = 15)
IB(n = 36)
IC(n=2)
Il (n =39)
Mn=1)
Not determined (n = 12)

Dagnelie et al., 2017 [33] 72 Barnard et al. MLST9 Scholz et al. Patients with severe acne of the IA1 (n =47)

method method back (n = 48) IA2 (n = 4)
Healthy volunteers (n = 24) IB(n=2)
IC(n=1)

Il (n=13)

Il (n=1)
Not determined (n = 8)

ND, the concerned molecular typing method was not used in the article.

2 The isolates number is the number of isolates taken into account for molecular typing; it was sometimes different from total isolates used in the study.
b The number in parenthesis is the number of strains considered for the elaboration of the phylogenetic tree and frequencies calculations presented in the cited study. For
these two studies, several strains were isolated from the same patient and from the same body localization.

sequence detectable only with the new primer set. Nevertheless,
SLST is particularly indicated for large population studies of
C. acnes isolated from different origins. Moreover, SLST is one of
the rare methods enabling the identification of all C. acnes types
in complex mixtures without the need to cultivate the bacteria

(DNA extractions followed by PCR and subsequent amplicon
sequencing). Thus, it allows a quick analysis of the C. acnes
population within a clinical sample, as was reported recently by
Petersen et al. for progressive macular hypomelanosis [8]. Scholz
et al. showed that their scheme allowed typing of 88.4% of the
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isolates from healthy individuals. SLST is a fast and less expen-
sive molecular typing method. In addition, this identification
level currently represents the most precise genetic information
about the C. acnes subclones found in the sample. To date, about
113 SLST types have been described. The database is updated
regularly and is available on the website http://medbac.dk/slst/
pacnes.

What are the molecular typing methods most used in clinical
studies?

The molecular typing methods used in the scientific literature
are various. Several clinical studies use them to identify the C. acnes
subgroups according to the identification level needed (i.e. phylo-
types, CCs or SLSTs) (Table 1).

Phylotypes

Historically, phylotypes determination has been considered as
the first level of phylogeny analysis for C. acnes clinical isolates.
The development of such DNA sequence typing analyses based
mostly on recA or tly genes provided a basic understanding of
C. acnes population genetic structure [36]. Recently, the rapid and
non-expensive method reported by Barnard et al. to identify
C. acnes phylotypes has been used for clinical isolates [10], and
enables a first phylogenetic screening. According to Paugam et al.,
it enables the identification of 39 IA1 strains, one IA2 strain, three
IB strains, nine II strains, and one III strain in the context of
moderate to severe acne [35]. The same approach was used by
Dagnelie et al., leading to the comparison of isolates from patients
with severe back acne and from healthy volunteers. They identi-
fied a majority of phylotype IA1 on the backs of severe acne pa-
tients (n = 22; 95.6%), and higher phylotype diversity on the backs
of healthy individuals, with phylotypes IA1 (n =4; 36.3%), Il (n = 6;
54.5%), and Ill (n = 1; 9.1%). Finally, Burnham et al. suggested that
this C. acnes typing method was a useful tool in helping to
distinguish infections from contaminations in the central nervous
system [37].

Thus, this multiplex PCR is useful in terms of first-line phylo-
genetic information, comparable with MLST and SLST despite
particular limitations (limited discriminatory power). This method
allows the molecular confirmation of presumptive C. acnes isolates
along with parallel phylogenetic typing and can represent a phy-
logeny screening step for clinical strains. This method is a flexible
typing tool, and is technically simple for a rapid analysis in non-
specialized laboratories.

MLST9

MLST methods have been described for global epidemiology to
investigate the circulation of the main clones among a clonal
population structure, especially for Staphylococcus aureus [38]. To
have a more precise view about the C. acnes clonal distribution, the
MLST scheme is now often used. Although two MLST schemes have
been proposed, reviewing the literature on C. acnes molecular
typing we noticed that 75.0% of papers analysed actually used the
MLST9 scheme for CC/ST determination, probably because of its
previously suggested higher discriminatory power [31]. For
example, this method allowed identification of CC18 as the domi-
nant clone found in patients with severe back acne [33]. Further-
more, it enabled the identification of CC53/60 and CC36 in
association with prostate-cancer-derived C. acnes isolates [39].
Likewise, it enables the identification of CC53 and CC36 as

associated with prosthetic and joint infections, while CC18 or CC28
were more involved in spinal instrumentation infections [24].
Finally, Minegheshi et al. revealed a high diversity in clinical
sarcoidosis samples with numerous singletons belonging to
different clusters (n = 26) despite an overrepresentation of C. acnes
ST26.

The main advantages of MLST9 are: a high reproducibility
within and between laboratories, with accurate and exchangeable
data thanks to sequence-based analysis. As for other pathogens,
this sequence-based method provides relevant, robust, valid and
transferable results to investigate clinical strains epidemiologically
and also the dynamic evolution of the C. acnes population. This
scheme provides a high-resolution phylogeny which correlates
with that of the rare whole-genome sequencing (WGS) analysis
[15]. However, routinely, this cumbersome method (MLST9) has
some disadvantages; the main drawbacks remain the cost and the
lengthy time required to obtain the results, particularly if numerous
strains are included. In addition, the relevant choice concerning
which target genes to sequence in order to reach a minimum
discriminatory power has proved to be difficult, and some genome
modifications (microdeletions, gene transfers) cannot be investi-
gated compared to WGS analysis.

SLST

Finally, if needed, SLST gives precise genomic information and
accurately discriminates between C. acnes populations. This recent
method has been performed in only a few papers describing these
subclones. However, it has already been shown that the SLST type A1l
is clearly associated with severe acne skin condition [33,35]. In a
Japanese population, Nakase et al. reported the presence of macrolide-
resistant C. acnes SLST type A in acne patients [34]. This method is a
promising tool for C. acnes molecular typing, being less expensive than
MLST and having a high-resolution power to analyse large populations
of C. acnes. SLST is the only method (except for ribotyping) thatenables
identification of all C. acnes types in complex mixtures without the
need to cultivate the bacteria. Thus, we recommend the SLST method
as the reference-standard method to use when there is a need to
analyse large C. acnes populations, and also if the study needs precise
information about the clade (SLST level).

Globally, our analysis reveals that among the 18 papers
described, 13 actually use an MLST scheme in their molecular
typing procedure, including the one of Tomida et al. [40] which
describes both MLST8 and MLST9 but which was excluded from
the analysis. From the 12 papers included, nine (75.0%) use the
Aarhus scheme. This percentage demonstrates that the MLST9
scheme seems to be the scheme most used around the world
[24,39,41].

The fact that several nomenclatures exist is a cause of confu-
sion as these clusters do not correspond to each other. For
instance, as recently reported, the clades will not be the same if a
different MLST scheme has been used: IB in a recA typing method
corresponds to IB1 clade and to I-1b in the scheme of Lomholt and
Kilian [11]. The same strain belongs to CC4 according to the
McDowell scheme [14], whereas it belongs to CC31 according to
the scheme of Lomholt and Kilian [11]. This striking example il-
lustrates the urgent need to adopt a reference method to perform
molecular typing of C. acnes clinical isolates. A standardized
method will allow readers to clearly understand to which clade
the considered strain belongs.

For these reasons, we recommend harmonizing the C. acnes CC/
ST determination which can constitute a future reference method
for phylogeny studies (Fig. 1, Table S2).
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Fig. 1. Decision flowchart for choosing the method of molecular typing. MLST, multi-locus sequence typing; SLST, single-locus sequence typing.

Conclusion and WGS outlooks

To understand C. acnes phylogeny and clonal distribution, and
their implication in disease physiopathology, typing methods have
been developed and have succeeded in identifying C. acnes sub-
groups (i.e. phylotypes, CCs, SLST types). However, many typing
methods have been developed, and as they have not been stan-
dardized it is difficult to obtain a clear overview of C. acnes sub-
groups and their implication in diseases, as well as to make
comparisons between studies. Here, we have reviewed the existing
molecular typing methods and have proposed a consensus for
C. acnes molecular typing according to the degree of identification
needed (i.e. phylotype, MLST types, SLST types), as follows: multi-
plex PCR for general phylotype studies [10], MLST9 for clonal dis-
tribution analysis of C. acnes populations [11], and SLST for accurate
characterization of specific lineages [15]. Taking these data
together, and according to the intended level of characterization,
we propose a decision flowchart to choose the method of molecular
typing (Fig. 1).

In the future, WGS implementation will surely become of great
interest as an innovative method for molecular typing. At the time
of writing, no relevant study based on C. acnes WGS analysis or
genome comparisons in different clinical settings have been re-
ported. However, as WGS deciphers the entire bacterial genome, it
enables the sequencing of all critical genetic sequences at the same
time (MLST and SLST sequences). Therefore, we would have access
to all molecular typing levels at the same time, even in the event of
horizontal gene transfers, conjugation or recombination. This new
age could permit the rapid acquisition of novel types of informa-
tion, such as virulence genes, and will probably open up new in-
quiries to investigate resistome and virulome [42]. As soon as this
method becomes more commonly used by researchers, it may
become the reference method for molecular typing of any bacte-
rium for which sequence types are described and identifiable. For

these future studies, single-nucleotide polymorphism (SNP)
analysis with wgMLST (whole-genome multi-locus sequence
typing) will offer a fast and cost-effective way to analyse the
bacterial genome, replacing Sanger sequencing, with higher
typing resolution taking into account a much larger number of loci.
These future approaches for C. acnes might be biologically and
epidemiologically more relevant than ones that consider only
point mutations.
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A.3  Etude de la capacité de production de biofilm par les souches de C. acnes

Pour étudier la capacité de production de biofilm des différentes souches de C. acnes
isolées, nous avons tout d’abord utilisé la méthode du crystal violet. De nombreux problémes
techniques ont été rencontrés, en particulier le détachement de la plaque de biofilm formée au
fond du puit de la plaque, ce qui faussait les résultats lors de la lecture. Nous avons testé
quatre milieux de culture différents (BHI 1% glucose, BHI 10% glucose, BHI simple, BCC),
quatre souches différentes (ATCC 6919, ATCC 11827, ATCC 35984 (S. epidermidis) et C.
avidum (souche issue de patient)). Egalement, trois types de dilutions ont été testés : pas de
éme

dilution, une dilution au 1/100°™ et une dilution au 1/1000°™. Enfin, deux types d’inoculum
ont été testés, en partant soit de colonies (DO ajustée a 1.00), soit d’une suspension

bactérienne liquide pré-incubée pendant 72 h au bain-marie (DO ajustée a 1.00).

Aprés sept manipulations pour tenter de mettre au point la méthode du crystal violet
pour I’étude des biofilms de C. acnes et malgré le nombre important de parametres testés,
aucune conclusion n’a pu étre formulée quant a 1’utilisation de cette technique car elle s’est
avérée é&tre non-reproductible. Nous avons donc décidé de ne pas poursuivre les
investigations, d’autant qu’une nouvelle collaboration avec le laboratoire BioFilm Control®
était engagée avec un dispositif plus standardisé. Plusieurs hypothéses ont été soulevées pour
expliquer cet échec, et la plus probable semble étre le décrochement du biofilm de la plaque
96-puits suite aux lavages successifs du crystal violet. Ce décrochement était en effet bien
visible a I’issue des lavages (Figure 47, p.114). La plaque présentée en Figure 47 montre, en
particulier en colonne n°2, que le biofilm formée par cette souche a été arraché par les

lavages, en comparaison a la colonne n°3 qui présente un biofilm intact.
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Figure 47 : Photographie d’une plaque ou le biofilm bactérien vient d’étre coloré avec du crystal violet,
I’excés de crystal violet ayant été lavé. Chaque colonne correspond a une souche.

A la suite de ces essais, nous avons commencé les tests avec la technique du Biofilm
RingTest, qui a donné des résultats fiables, avec des écart-types exploitables (Figure 48,
p.114).
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14,00
12,00

= 10,00

o0 8,00
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Figure 48 : Capacité de production de différentes souches de Cutibacterium spp. Résultats obtenus par la
technique du Biofilm RingTest, aprés n=3 essais indépendants, la BFI étant prise aprés 3h et 6h
d’incubation.
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De maniére intéressante, les souches de C. acnes phylotype II et phylotype 1Al
(CC28/D1) présentent déja une BFI a 0.00 aprés 6h d’incubation, comparé aux autres souches
(Figure 48, p.114). Ceci montre que les différents sous-groupes de C. acnes ne présentent pas

la méme capacité de synthese de biofilms, ce qui n’avait jamais ét¢ montré dans la littérature.

Cette mise au point ouvre la voie a des investigations actuellement en cours. En effet,
nous sommes en train de déterminer les concentrations minimales inhibitrices de formation de
biofilm de 14 molécules, appelées « antibiofilmogramme ». Ces résultats ont un intérét non
seulement dans la problématique de I’acné mais également dans les folliculites du cuir
chevelu, ou le biofilm bactérien commence a étre souligné comme jouant un rdole dans la
physiopathologie de cette dermatose (Eyraud ef al., 2018; Matard et al., 2013). Nous testons
actuellement 11 antibiotiques ainsi que trois molécules communément utilisées pour le
traitement de I’acné (isotrétinoine, adapaléne et peroxyde de benzoyle). Pour se faire, des tests
préliminaires ont été réalisés, notamment sur la viabilité des bactéries en présence de DMSO
(DiMethyl SulfOxide), étant donné que certains antibiotiques sont solubilisés et dilués dans ce
réactif. La viabilité des bactéries n’a pas été affectée par le DMSO a 1 %, 5 % et 10 %, lors de
leur culture dans du BHI liquide. Les antibiofilmogrammes sont actuellement en cours de

réalisation.

A.4  Analyses métagénomiques des populations bactériennes

Les prélévements de flore bactérienne réalisés sur le dos et le visage des patients
atteints d’acné sévere et des individus sains ont fait I’objet d’analyses sous-traitées par
Galderma R&D au laboratoire ViroScan3D (Lyon, France). A la suite de cette premiere phase
d’analyse, et en accord avec Galderma R&D, nous avons récupéré les fichiers contenant les
séquences obtenues (fichiers .fatsq.gz) et avons poursuivi les analyses. Nous voulions
notamment connaitre les différentes abondances relatives des différentes bactéries présentes a

la surface de la peau des deux groupes de notre étude (Figure 49, p. 116).
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Figure 49 : Analyses métagénomiques des communautés bactériennes présentes a la surface de la peau des
deux groupes inclus dans I’étude, sur le dos (droite) et le visage (gauche).

Les résultats mettent en évidence deux profils microbiologiques distincts entre le
groupe de patients présentant de ’acné sévere du dos, et le groupe d’invidus sains. Tout
d’abord, les deux groupes démontrent une forte prédominance de la famille des
Propionibacteriaceae (Figure 49, p.116). Par ailleurs, les patients atteints d’acné ont
démontré une plus forte abondance de bactéries appartenant a la famille des Enterococcaceae,
comparé au groupe sain (Figure 49, p.116). Ce résultat était plus marqué sur le visage

compar¢ au dos, mais restait significatif pour les deux zones étudiées.

Les résultats de cette partie du travail feront I’objet d’une lettre a 1’éditeur qui est en

cours de finalisation, que nous soumettrons au « Journal of Investigative Dermatology ».

Points de synthese

e Les résultats préliminaires montrent que des différences de capacité a produire du biofilm
sont observées en fonction des sous-groupes de C. acnes.

e Les analyses métagénomiques ont pu mettre en évidence des profils de communautés
bactériennes différentes a la surface de la peau des patients atteints d’acné sévere du dos,
en comparaison au groupe sain.
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B. Etude immuno-dermatologique

B.1  Données cliniques

Au total, 24 sujets atteints d’acné sévere du dos et 12 volontaires sains ont été inclus
dans I’é¢tude. Concernant les scores de sévérité établis par les dermatologues pour le visage,
14 patients ont montré un score de 1, huit patients ont montré un score de 2, et deux patients
ont montré un score de 3. Concernant les scores de sévérité €tablis par les dermatologues pour
le dos, 15 patients ont montré un score de 3, sept patients ont montré un score de 4, et enfin,

deux patients ont montré un score de 5.

B.2  Marqueurs de I’'immunité innée dans les 1ésions inflammatoires d’acné sévere du dos

Nous avons étudié 1’expression de six marqueurs caractéristiques de I’immunité innée
dans deux types de Iésions inflammatoires d’acné sévere du dos : une papule et un nodule.
Pour se faire, la technique d’immunohistochimie a été réalisée sur des coupes de nodules et
papules issues des biopsies réalisées sur le dos des patients de 1’é¢tude. Les cibles étaient :
TLR-2, B-défensine-2, IL-1P, IL-10, TGF-B, et IL-17. Une zone de peau non lésionnelle du
dos ¢était prise en controle et en niveau « basal » d’expression pour construire les

histogrammes (Figure 50, p.118).
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Figure 50 : Niveau d’expression des six marqueurs étudiés dans les lésions inflammatoires d’acné (nodule
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chaque patient et prise en tant que référence. Les résultats sont exprimés sous forme de ratio, en prenant la
peau non-lésionnelle comme référence.

Globalement, nous observons une plus forte expression des marqueurs testées dans les
papules comparées aux nodules, avec par exemple I’IL-1p (Figure 50, p.118) (respectivement
50,0 % versus 121,4 %) et le TLR-2 (respectivement 1,5 % versus 29,8 %). A I'inverse, la -
défensine-2 (42,8 % versus 28,5 %) et le TGF-B (77,7 % versus 66,6 %) étaient plus exprimés
dans les nodules que dans les papules (Figure 50, p.118).

Points de synthése

¢ (Globalement, nous avons observé une plus forte expression des marqueurs testés dans les
papules comparées aux nodules, sauf pour la f-défensine-2 et le TGF-f.
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B.3  Les marqueurs de I'immunité innée chez les patients atteints d’acné sévére du dos

Compte tenu de la récente publication de plusieurs articles suggérant I’implication du
systéme immunitaire inné dans la physiopathologie de ’acné (Dréno et al., 2015; Koreck et
al., 2003), il est apparu important de trouver un moyen d’évaluer 1’activation de ce systeme
immunitaire chez les patients atteints d’acné sévere et de le comparer a une population saine.
Lors de notre étude, trois types de biopsies avaient ¢té réalisées sur le dos des patients atteints
d’acné sévere du dos (papule, nodule et zone de peau cliniquement saine). En revanche,
aucune biopsie de peau saine n’a été réalisée sur les individus sains de 1’étude pour des
raisons €thiques, mais €galement car celle-ci n’était pas prévue dans le protocole clinique.
Nous avons donc réalisé cette comparaison en utilisant de la peau saine provenant de déchets
de plasties (abdominoplasties, cruroplasties, réduction mammaire...) du Département des

Brilés et Chirurgie Plastique Adultes-Enfants du CHU de Nantes.

L’idée était de comparer I’expression de six marqueurs de I’immunité innée de la peau
cliniquement saine de patient atteint d’acné sévére du dos, et de la peau cliniquement saine de
patients sains. Les marqueurs ciblés étaient : TLR-2, B-défensine-2, IL-1B, IL-10, TGF-p, et
IL-17. Ceci nous a permis d’étudier le niveau d’activation de I’immunité innée ‘de base’ dans
ces deux groupes. En effet, 1’étude s’est faite sur de la peau « cliniquement saine » c’est-a-
dire qui ne contenait aucune 1ésion inflammatoire, évitant un biais (une 1ésion d’acné contient
plus d’effecteurs de I’'immunité innée liés a I’inflammation locale importante, et donc une
suractivation locale de I’immunité au niveau de la 1ésion). Les résultats sont présentés sous

deux formes différentes dans la figure ci-apres (Figure 51, p.120).

Nous observons que deux marqueurs sont significativement plus exprimés dans la
peau issue de patients atteints d’acné sévere comparée a celle des sujets sains, il s’agit du
TLR-2 et de la B-défensine-2 (Figure 51, p.120), avec respectivement des intensités de
marquage moyen a 1,4 et 1,6 dans le groupe acné, alors qu’ils étaient de 0,80 et 0,95 pour le

TLR-2 et la -défensine-2 respectivement.
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ratio d’expression groupe acné comparé¢ au groupe sain. Les tests statistiques ont été réalisés par
’utilisation du General Linear Model par le Dr Jean-Michel Nguyen. Niveau de significativité * p< 0.05,
** p<0.01, et *** p<0.001.

Points de synthése

e [a B-défensine-2 et le TLR-2 sont apparus surexprimés dans la peau non-lésionnelle de
patients atteints d’acné sévere du dos comparé a de la peau saine de patients sain.

e Le systtme immunitaire inné « de base » parait donc étre suractivé chez les patients
atteints d’acné sévere du dos comparé aux individus sains.

B.4  Les profils inflammatoires des explants mis en contact avec des extraits de C. acnes

La premiere partie de la These s’est centrée sur la description exhaustive des isolats de
C. acnes retrouvés sur le visage et le dos d’une population de patients atteinte d’acné sévere
du dos, et d’une population d’individus sains. Les résultats de cette phase ont mis en évidence
une perte importante de la diversité des phylotypes en contexte d’acné sévere du dos, avec
une prédominance du phylotype IA1 appartenant au CC18 (type SLST A1l). Une question a
découlé de ce travail et visait a déterminer si cette perte de diversité des phylotypes de C.

acnes était une cause ou une conséquence de la maladie. Pour répondre a cette question, nous
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avons élaboré un systéme in vitro pour évaluer la réponse inflammatoire des explants de peau
saine apres incubation avec différentes combinaisons d’extraits membranaires de C. acnes.
Nous avons mis en contact les explants avec du phylotype IA1, II ou III individuellement, et
¢galement avec une combinaison des trois phylotypes IA1+II+IIl. La réponse inflammatoire a
¢été évaluée secondairement d’une part, par dosage de cytokines liées a I’inflammation dans
les surnageants des cocultures (IL-10, IL-17, IL-6, IL-8 et TGF-B) et d’autre part, par
immunohistochimie réalisée sur les explants de peau récupérés apres la coculture (Figure 52,

p.122, Figure 53, p.123, et Figure 54, p.124).

Tout d’abord, les manipulations d’immunohistochimie ont démontré une augmentation
significative des marqueurs IL-1B (p = 0,0374), IL-10 (p = 0,00630), IL-17 (p = 0,00290),
TLR-2 (p = 0,00406) et B-défensine-2 (0,00290), dans les explants incubés avec le phylotype
IAT1 seul, comparé a la combinaison IA 1+II+I1I (Figure 52, p.122 et Figure 53, p.123). Le seul
marqueur qui n'a montré aucune différence significative était le TGF-B (Figure 52, p.122 et
Figure 53, p.123). La B-défensine-2 était par exemple 4 fois moins exprimée (p = 0,00290)
dans les explants incubés avec le mélange de phylotypes IA1+II+III comparé au phylotype
IA1 utilisé seul (Figure 52, p.122 et Figure 53, p.123). De la méme maniere, ’'IL-1f était 3
fois moins exprimée (p = 0,0297) dans des explants incubés avec le mélange de phylotypes
IAT+II+III, comparé avec I’explant incubé avec le phylotype IA1 seul. En parall¢le, il y avait
une augmentation significative de IL-1B (p = 0,0297), dans les explants incubés avec le
phylotype III seul, comparé avec I’explant incubé avec l'association IA1+II+III. En outre, il y
avait une augmentation significative du TLR-2 (p = 0,00572), dans les explants incubés avec
le phylotype II seul, comparé avec I’explant incubé avec la combinaison TA1+II+III (Figure

52, p.122 et Figure 53, p.123).
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Figure 52 : Résultats des marquages réalisés sur les explants aprés incubation avec 1A1, II, III ou la
combinaison IA1+II+1II (n=3). Les scores sont donnés en fonction de I’intensité du marquage observé, par
deux lecteurs indépendants. L’échelle utilisée a été publiée précédemment (Jasson et al., 2013). Statistiques
réalisées en utilisant le General Linear Model, en comparant les niveaux d’expression des marqueurs dans
les explants apres incubation des phylotypes A1, II, ou III aux niveaux d’expressions dans les explants
incubés avec la combinaison IA 1+II+IIL. Niveau de significativité * p< 0.05, ** p<0.01, et *** p<0.001.

En résumé, les marqueurs de ’'immunité innée testés €taient surexprimés dans la peau
apres incubation avec un seul phylotype (IA1, II, ou III) et en particulier avec le phylotype
IA1, en comparaison au mélange des trois phylotypes (IA1+II+III). Les phylotypes IA1, I ou
III induisent séparément une activation du systéme immunitaire inné significativement plus

importante par rapport a la combinaison des trois phylotypes (IA 1+II+III).
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Figure 53 : Photographies des IHC pratiquées sur les explants aprés coculture avec différentes
combinaisons de sous-types de C. acnes pendant 6 h. La barre d’échelle représente 300 pm.
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Figure 54 : Mesures des concentrations en cytokines libérées par les explants cutanés aprés 6 h
d'incubation avec les phylotypes de C. acnes 1A1, 1l ou Ill, en comparaison avec la combinaison des
phylotypes TIA1+II+III (n = 3). (a) concentration en IL-8 (pg/mL), (b) concentration en IL-10 (pg/mL), (c)
concentration en IL-6 (pg/mL), (d) concentration en IL-17 (pg/mL), (e) concentration en TGF-B (ng/ml).
Ces expériences de cocultures ont été réalisées sur trois donneurs indépendants de peau saine. Niveau de
significativité * p< 0.05, ** p<0.01, et *** p<0.001.
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Ensuite, les tests ELISA ont confirmé ces tendances notamment pour les cytokines IL-
17, 1L-10 et TGF-B (Figure 54, p.124). En effet, la concentration en IL-17 dans les
surnageants était significativement diminuée lors de la stimulation par le mélange 1A 1-+II+111
par rapport au phylotype IA1 seul (p = 0,0166). Les autres cytokines pro-inflammatoires
testées IL-6 (p = 0,02652) et IL-8 (p = 0,03423) ont également été augmentées dans les
surnageants des explants incubés avec le phylotype A1l seul, en comparaison avec les
phylotypes IA1+II+III combinés (Figure 54, p.124). En outre, I'immunomodulateur IL-10 a
montré une augmentation significative entre les deux conditions IA1 et [A1+II+III (p <0,001)
(Figure 54, p.124). A l'opposé, le TGF-B était la seule cytokine qui n'a démontré aucune
différence significative entre toutes les conditions testées, ce qui est cohérent avec les

résultats d’immunohistochimie.

Les résultats de cette partie du travail de Theése ont mené a la soumission d’un article
dans le journal intitulé « Journal of the European Academy of Dermatology and

Venereology », présenté ci-apres.
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Abstract

Background

Acne has long been understood as a multifactorial chronic inflammatory disease of the pilosebaceous
follicle, where Cutibacterium acnes (subdivided into six main phylotypes) is a crucial actor. In
parallel, the loss of microbial diversity among the skin commensal communities has recently been
shown as often accompanied with inflammatory skin disorders.

Objective

This study investigated the association of C. acnes phylotype diversity loss and the impact on Innate
Immune System (IIS) activation.

Methods

The IIS response of skin after incubation with phylotypes 1A1, II or III individually and with the
combination of I[A1+II+III phylotypes, was studied in an in vitro skin explant system. The
inflammatory response was monitored by immunohistochemistry and ELISA assays, targeting a

selection of Innate Immune Markers (IIMs) (IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, TGF-B).
Results

IIMs were significantly upregulated in skin when being incubated with phylotype IA1 alone compared
with the combination IA1+II+III. In parallel, ELISA assays confirmed these results in supernatants for
IL-17, IL-8, and IL-10.

Conclusion

We identify the loss of C. acnes phylotype diversity as a trigger for IIS activation, leading to
cutaneous inflammation. These innovative data underline the possibility to set up new approaches to
treat acne. Indeed, maintaining the balance between the different phylotypes of C. acnes may be an

interesting target for the development of drugs.



Introduction

Acne has long been understood as a complex multifactorial inflammatory disease. Currently,
three key factors are described as being implicated in acne development: hormonally-
stimulated sebum production, abnormal keratinization of the pilosebaceous duct, and skin
colonization by Cutibacterium acnes, formerly Propionibacterium acnes (1). Over the last
five years, the Innate Immune System (IIS) started to be highlighted as the fourth key player
and microbiota as the fifth key player in acne physiopathology (2-5).

Cutibacterium acnes (C. acnes) is a Gram-positive bacterium, growing in anaerobiosis. It is
usually found as living in pilosebaceous units, and C. acnes mainly uses lipids as a source of
energy, and its metabolism produces propionic acid (6). This bacterium has been described
both as a commensal of the human skin playing a role in the balance of normal skin
microbiota (7), and as a pathogen bacterium (8). For instance, C. acnes implication was
previously reported in cutaneous dermatoses such as acne and folliculitis (3,9), but also in
other types of affections including deep medical device infections, prostate cancer, and
sarcoidosis (10-12). Cutibacterium acnes strains have long been classified into several
subtypes, currently, it is subdivided into six main phylotypes : A1, 1A2, IB, IC, II and III
(13,14).

Recent studies on acne have begun to determine how far these four factors interact, and the
role of the IIS is nowadays better appreciated. On one hand, inflammation has been
demonstrated in all steps of acne lesions: as soon as the microcomedo, then comedo,
inflammatory lesion, and even ‘post-inflammatory’ erythema (hyperpigmentation), and scars
(15). C. acnes has a key role in IIS activation and cutaneous inflammation process, as it is
able to induce pro-inflammatory cytokines releasing by keratinocytes and immune cells

(including macrophages and monocytes): 1L-8 (16), IL-17 (17) and IL-1B (18). It is also



known to induce the expression of TLRs, mainly TLR-2 (19). In parallel, increasing insights
into skin microbiota shed the light on an interesting theory, in several cutaneous illnesses as
atopic dermatitis, psoriasis and vitiligo: the loss of microbial diversity among the skin
commensal communities (dysbiosis) would be associated with cutaneous inflammatory
diseases (20-22). Concerning acne vulgaris, some recent papers suggest that specific C. acnes
subtypes could play a key role in the severity of inflammatory acne (23-25). Moreover, we
reported a clear loss of C. acnes phylotype diversity in severe back acne context (26).
Consequently, it appears relevant to elucidate whether not only C. acnes phylotype, but also
the loss of diversity can modulate IIS activation and thus, could play a role in skin
inflammation severity, in acne context. In this original article, we propose an in vitro system
to clarify this crucial question.

We co-cultured healthy skin explants with different clinical C. acnes strains previously well-
characterized. We evaluated explants IIS activation level, comparing the impact of C. acnes
phylotype alone, with a mixture of several phylotypes mimicking the diversity found in
healthy context. IIS activation evaluation was performed by ImmunoHistoChemistry (IHC),

and ELISA assays.



Materials and Methods

Non-lesional skin origin from acne patients

At the first visit, acne patients were selected according to inclusion criteria: age (16-35 years-
old), at least 2 nodules on the back, respect of wash-out periods for acne drugs including
systemic antibiotics (1 month), oral retinoids (6 months) and topical treatments (2 weeks). All
patients signed informed consent and this translational monocentric study was approved by
the French health authorities (ANSM) under number 151141B-42 and ethic committee (CPP)
under number 21-15. From these patients, biopsies were performed taking a non-lesional skin,

a nodule and a papule.

Healthy skin origin and explants

Healthy skin (abdominoplastie) was kindly provided by the Surgery Department at Nantes
University Hospital, as previously validated (25). It is obtained from healthy skin of
abdominoplasties as skin biopsies of the face/back of healthy individuals were considered as
not ethical. As previously reported (27), this biological system has some limits, but it has been
widely used previously (25,28), and it enables to take into account the three layers of cells and

also immune effectors that make the normal human skin.

Cutibacterium acnes clinical strains and characterization

Selected bacterial isolates were obtained from the bacteriological collection, stored in the
Bacteriology Unit at Nantes University Hospital facilities. All strains used were previously
characterized accurately according to three levels of characterization previously described:
phylotype, clonal complex and SLST-type (13,14,23). A summary of the clinical strains used

and their characterization is presented in table 1.



Bacteria lysates

To ensure bacteriological safety of cell culture incubator and to avoid an excess of bacteria
multiplication during the assay, bacteria in lysate forms were preferred to viable bacteria
inoculum. Immune and keratinocytes/sebocytes stimulations using bacteria in lysate forms
were previously widely described, and based on these publications, we were able to use
lysates to perform the experiments (25,29-31). To create bacteria lysates, all bacterial
suspensions were calibrated at a DO=1.00+0.15, heat-treated, and entered into a series of
freezing/thawing and freezing/sonication cycles to ensure efficient mechanical lysis of their
Gram-positive cell walls. Viability controls were systematically performed before and after
the lysis process to ensure that no viable bacteria were recovered before cocultures
experiments were started. Protein quantifications were then performed using BCA assay
(Thermo Fischer Scientific, cat. #23227) and lysates were used at a 5 pg/mL final

concentration.

Cocultures experiments

Skin explants were cocultured with C. acnes lysates for 6 h, at 5 pg/mL protein final
concentration, in DMEM high glucose GlutaMAX™ Supplement, pyruvate (ThermoFisher
Scientific, cat.# 10569010), as previously described (25). Explants were cocultured either
with a C. acnes phylotype alone (IA1, II or III), or with a combination of phylotypes in order
to mimic healthy phylotypes diversity in vitro (IA1+1I+11I). Positive control was performed
by incubating explants with LPS from Escherichia coli (Sigma Aldrich, L4391-1MG) at a §
ng/mL final concentration. Negative control condition was performed by incubating explants

with culture media only.



ELISA assays

ELISA assays were performed according to the manufacturer’s instructions, for following
cytokines: IL-1p, IL-6, IL-8 (also called CXCL-8), IL-10, IL-17 and TGF-p (Affymetrix, IL-
1B cat. #88-7261-22, IL-6 cat. #88-7066-22, IL-8 cat. #88-8086-22, IL-10 cat. #88-7106-22,

IL-17 cat. #88-7176-22, and TGF- cat. #88-8350-22).

Immunohistochemistry

Immunohistochemistries were performed on Non-Lesional Skin (NLS) from patients with
severe acne of the back, and on NLS from healthy individuals, targeting I[IMs (IL-1p, IL-17,
IL-10, B-defensin-2, TGF-B, and TLR-2), as previously described (25). The same markers
were also investigated in explants after 6h incubation with the different bacterial lysates
combinations. The used antibodies are summarized in the table 2. The slides were double-
blinded read by two independent readers. The averages of both scores were taken into account

for the analysis of the results.

Statistical analysis

First, innate immune markers studied in non-lesional skins (NLS) from acne (n=12) and
healthy were compared (n=13). The markers were assessed by two independent readers and
the mean of their measures was used for statistical analyses. Comparisons between healthy
and acne skins were performed using General linear Models (GLM) and were confirmed
using a non-parametric test (Wilcoxon unpaired test). Secondly, the experimental plan
analyzed was made of randomized block of 9 conditions repeated within 3 healthy skins. The
markers were assessed by two independent readers and the mean of their measures was used
for statistical analyses. General linear Models were used to limit the number of t-tests and to

focus the comparisons between the control block and the others experimental situations. For
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all these analyses, R V3.4 software was used (R Foundation for Statistical Computing,

Vienna, Austria).



Results

The innate immune system is abnormally activated in acne patients

Firstly, we compared the basal level of cutaneous innate immune system activation in normal
skin of healthy subjects with normal skin of patients with nodular acne on the back. Four out
of six tested [IMs were significantly upregulated (1.2 to 1.8 fold) in NLS from acne group

comparing with NLS from healthy group (Fig. 1).

TLR-2 and B-defensin-2 were respectively nearly 1.8 and 1.7-fold more expressed in NLS
from acne group than NLS from healthy individuals (respectively p<0.001 and p<0.001) (Fig.
1). In addition, inflammation modulators such as TGF-$ and IL-10 were respectively 1.5 and
1.2-fold more expressed in NLS from acne group than NLS from healthy individuals, but with
no significant differences (TGF-f, p=0.425 and IL-10, p=0.25). In contrast, IL-1 was found
to be less expressed in NLS from acne patients than healthy individuals (IL-1pB, p<0.001).
There was no significant difference for IL-17 expression between healthy and acne groups
(IL-17, p=0.34). Taken together, these data show that IIS in NLS is already up-activated in

acne patients, particularly via TLR-2 and B-defensin-2 overexpressions.

Phylotypes IA1, Il and Il individually induced a significant IIS activation comparing with

negative control

First, IIS activation was evaluated by immunohistochemistry targeting [IMs on explants
incubated with IA1, II or III phylotypes individually, comparing with negative control. First
of all, IHC showed a significant overexpression of TLR-2 (p=0.00054), IL-1B (p=0.0223), IL-
10 (p=0.00153), IL-17 (p=0.00048), and B-defensin-2 (p=0.00011) in explants incubated with
phylotypes A1, in comparison with negative control (Figs 2-3). TGF-3 was the only marker
with no significant variation between the conditions. In addition, IHC showed a significant
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increase of IL-1B (p=0.0176), IL-10 (p=0.01578), TLR-2 (p=0.00803), and P-defensin-2
(p=0.00390) in explants incubated with phylotype III comparing with negative control (Fig.
2). Finally, IHC showed a significant increase of IL-10 (p=0.01578), TLR-2 (p=0.00075), B-
defensin-2 (p=0.00261) in explants incubated with phylotype II comparing with negative

control (Fig. 2).

Restoration of phylotype diversity decreases the inflammatory response of healthy skin

explants in vitro

Our hypothesis is that phylotype diversity (rather associated with healthy skin condition)
would be able to induce a lower inflammatory response comparing with phylotypes only
(IA1, II and III separately). To elucidate this question, we evaluated the I[IMs expression level
of skin explants incubated with either C. acnes 1A1, II or III phylotype singly or with a
combination of IA1+II+III phylotypes. We observed a significant increase of markers IL-1
(p=0.0374), IL-10 (p=0.00630), IL-17 (p=0.00290), TLR-2 (p=0.00406), and B-defensin-2
(0.00290), in explants incubated with phylotype IA1 alone, than with the combination
TA1+II+1II (Figs 2-3). The only marker which did not show any significant variation was
TGF-B (Fig. 2). For example, B-defensin-2 was 4-fold less expressed (p=0.00290) in explants
incubated with the mixture of phylotypes TA1+II+III compared to IA1 phylotype used alone
(Figs 2-3). In the same manner, IL-1B was 3-fold less expressed (p=0.0297) in explants
incubated with the mixture of phylotypes IA1+II+IIl (Fig. 2). In parallel, there was a
significant increase in IL-1P (p=0.0297), in explants incubated with phylotype III only, in
comparison with the combination (IA1+II+I1I) (Fig. 2). Also, there was a significant increase
in TLR-2 (p=0.00572), in explants incubated with phylotype II only, in comparison with the
combination (IA1+II+IT) (Figs 2-3).

In summary, IIMs were upregulated in skin when being incubated with only one phylotype
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(IA1, II or IIT) comparing with a mixture of phylotypes (IA1+II+III). Explants incubated with
the combination IA1+II+I1I showed a lower IIS activation than the ones incubated with A1,

IT or III separately.

To further investigate IIS activation after incubation either with one phylotype individually or
with mixture [A1+II+III, we performed ELISA assays. This way, we compared cytokines
levels in supernatants for each condition. ELISA assays confirmed the IHC trends results in
supernatants for IL-17, IL-10 and TGF-B (Fig. 4). Indeed, IL-17 concentration in supernatants
was significantly decreased by the mixture TA1+II+III compared to IA1 only conditions
(p=0.0166). The other tested pro-inflammatory cytokines IL-6 (p=0.02652) and IL-8,
(p=0.03423) were also upregulated in supernatants from explants incubated with Al
phylotype alone, in comparison with the combination IA 1+II+I1I phylotypes (Fig. 4). Besides,
the immunomodulator IL-10 showed a significant increase between both A1 and IA1+II+III
conditions (p<0.001) (Fig. 4). At the opposite, TGF-B was the only cytokine which did not
demonstrate any significant modulation between all tested conditions, which is consistent

with IHC results.

Taken together, IHC and ELISA results showed that restoring the phylotype diversity in vitro
in a skin explant model is able to decrease the IIS activation in the explant comparing with

incubation with phylotypes individually (IA1, II or III).
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Discussion

Extensive crosstalks between the skin and its bacterial communities (microbiota) regulate
local innate immune responses to ensure efficient skin functions and prevent cutaneous
inflammation (2,7,32). Skin microbial communities are shaped by physiological
characteristics and the individual leading to a complex equilibrium called skin microbial
homeostasis. Recently, it has been shown that severe inflammatory acne (nodular) was
associated with C. acnes phylotype diversity loss, with a high predominance of phylotype 1A1
(26). Here, we report the loss of C. acnes phylotype diversity as a crucial mechanism capable
of triggering skin inflammation. Thus, the association of different C. acnes phylotypes could

prevent the development of inflammatory acne.

IIS is abnormally activated in acne patients

First of all, our study shows that the level of activation of IIS in normal skin of healthy
subjects or with severe acne is not the same. This way, we confirm an upregulation of several
IIMs in NLS from acne group comparing with healthy group. Interestingly, it was previously
described that TLR-2 and IL-10 were weakly expressed in non-lesional skin from healthy
subjects comparing with acne patients (34), which is consistent with our results. In the present
study, TLR-2 and B-defensin-2 which are crucial IIS players, were significantly more
expressed in NLS from acne group than NLS from healthy group. Previous works also
described inflammation events in very early stage of acne lesion initiation (35). In another
study, this abnormal IIS activation was previously suggested (3), as microbiological data only
were not sufficient to explain the appearance of inflammatory diseases such as acne.
Moreover, local skin predispositions, even in non lesional skin condition were observed using

a confocal microscopy approach exploring the sebaceous follicles in adult women with acne
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(36). These results show that there is a specific immunological pattern enabling the
development of abnormal inflammatory reaction against a non-pathogenic bacterium such as

C. acnes, favoring acne occurrence.

C. acnes subgroups diversity loss on the skin is a trigger for IIS activation

As the increase of IIS basal level activation observed in apparently normal skin of acne
patients is not sufficient to explain the different levels of inflammatory severity observed in
acne patients, we wanted to explore a worsening factor able to trigger the innate immunity of
these patients. Previous studies reported the reduction of the microbiota diversity in
inflammatory skin disease context, with most of the times, one genus taking advantage on the
others (37,38). The most striking example is found in atopic dermatitis, with Staphylococcus
aureus skin colonization inducing a dysbiosis (37,39). At the subgroup level, one study
recently showed the drastic reduction of phylotype diversity in severe inflammatory acne (26).
Thus, taking into account these data, we postulated that the drastic reduction of C. acnes
phylotypes diversity previously showed, could trigger skin inflammation in a similar manner
than in other cutaneous inflammatory disease as atopic dermatitis. Our data show that taken
singly, C. acnes phylotype IAl, II or IIl induce a significant IIMs activation. Similar
observations have been previously reported in different experimental models (16,25,31). In
the present study, we demonstrate that the phylotype diversity loss on the skin is capable of
triggering IIS activation, and thus the development of cutaneous inflammation. It suggests
that C. acnes subpopulation diversity is a crucial factor for down regulating IIS activation in
vitro. The present study also showed an increase in immune-modulator IL-10 after incubation
with IA1 phylotype alone comparing with the combination IA1+II+III. Interestingly, it has
been previously mentioned that IL-10 high expression could favor the development of chronic

inflammation maintained by the presence of C. acnes, and specifically resistant C. acnes
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strains (34). The chronic inflammation kept by IL-10 could play a central role in the
development of nodular lesions. On the other hand, TLR-2 overexpression in keratinocytes
after a contact with C. acnes has been previously reported (19). Recently, it has also been
demonstrated that TLR-2 was able to recognize C. acnes CAMP Factor 1 from highly
inflammatory strains (40), which is a crucial feature for host cell to induce skin inflammation
in acne context. Moreover, in cell cultures, TLR-2 stimulation by C. acnes induces secretion
of various cytokines (IL-8, IL-12), metalloproteinase MMP-9 and B-defensin-2 (19,41,42). In
our study, the only marker that did not show any significant modulation with consistent
results from IHC to ELISA assays, was TGF-f.

Interestingly, these data opens the debate to further questions. Indeed, it underlines the crucial
role of the interactions between keratinocytes and microbiota, with a central role of the skin
commensal C. acnes in acne. These interactions are sensed and controlled by the IIS mainly
via PRRs (Pattern Recognition Receptors). As we observed an obvious upregulation of TLRs
in acne skin (non-lesional) comparing with healthy controls, the abnormal inflammatory
reaction facing C. acnes could be related to PRRs. TLRs represent a major part of PRRs,
capable of recognizing PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) either through
direct interaction or via an intermediate PAMP-binding molecule (43). Indeed, as a Gram-
positive bacterium, C. acnes can be recognized by IIS through various PAMPs, including
lipoteichoic acid, peptigoglycans, and triacyl lipopeptides (43).

Another communication mode was recently described: extracellular vesicles (EVs) are
nowadays accepted to enable communication between host cells and bacteria, and C. acnes
was recently described as a producer of EVs (44-46). Moreover, Choi et al. recently
demonstrated that C. acnes-derived EVs were capable of promoting acne-Like phenotypes in
human epidermis, suggesting a possible role of C. acnes EVs in acne physiopathology (47).

These results provide new paradigms for the mechanisms that trigger skin inflammation and
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they depict key data to develop future targets for innovative therapeutic approaches.

Our study shows that the inflammatory response observed in acne context, in addition to be
dependent of C. acnes phylotype, is triggered by a loss of phylotype diversity at the surface of
the skin. These results support the innovative idea that TLR-2 overexpression in patients with
severe acne could explain the inappropriate inflammatory response observed against the skin
commensal bacterium C. acnes, as it has been previously shown that TLR-2 was highly
involved in C. acnes recognition and inflammation initiation (40,48). These data also support
the idea that skin microbiota may be a crucial target in acne and thus, the interest of a
therapeutically approach by topical modulators of microbiota both for maintaining and
restoring the cutaneous diversity of C. acnes phylotypes. It also confirms that topical
macrolides should be abandoned as they may participate to the loss of microbiota diversity, in
addition to increase the bacterial resistance not only for C. acnes but also S. epidermidis, S.

aureus, and Streptococcus (24,49-53).
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Tables

Strain n#  Phylotype Clonal Complex SLST-type Origin
1 IA1 CC18 Al severe acne
2 I CC53 K2 severe acne
3 I CC43 L7 severe acne

Table 1: Summary of C. acnes strains characterization and origins, used in the present study.

Target Manufacturer Reference
TLR-2 SantaCruz SC-10739
TGF-B Serotec MCA797
IL-17 Abcam AB79056
IL-1B Abcam AB2105
IL-10 R&D Systems AF-217-NA
B-Defensin-2 Abcam AB63982

Table 2: Summary of antibodies used for immunohistochemistry experiments.
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Figure 1: Innate immune markers studied in non-lesional skins (NLS) from acne (n=12) and
healthy (n=13) groups. (a) Raw data of labelling intensity are presented according to the
considered markers: IL-17, TGF-B, IL-1B, IL-10, TLR-2 and B-defensin-2. Data from acne
and healthy groups were respectively combined and the variations are shown as mean +/-
standard deviation *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05. Intensity labelling was evaluated using
the following scale: null labelling (0), very weak labelling (1), weak labelling (2), moderate
labelling (3), strong labelling (4). (b) The results are presented as the fold increase expression

of [IMs comparing with NLS from healthy group.
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Figure 2: Immunohistochemistry performed on healthy skin explants which have been in
contact with phylotypes IA1, II and III singly or a mixture of IA1+II+III (n=3). The results
from three donors were combined and the variation is shown as mean +/- standard deviation
*EE p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05. Slides were double-blinded read by two independent
readers. Intensity labelling was evaluated using the following scale: null labelling (0), very
weak labelling (1), weak labelling (2), moderate labelling (3), strong labelling (4). (a)
Intensity labelling obtained after IHC experiments on three independent experiments,
comparing explants after incubation with phylotype [A1, positive and negative controls. (b)
Intensity labelling obtained after IHC experiments on three independent experiments,
comparing explants after incubation with phylotype II, positive and negative controls. (c)
Intensity labelling obtained after IHC experiments on three independent experiments,
comparing explants after incubation with phylotype III, positive and negative controls. (d)
Intensity labelling obtained after IHC experiments on three independent experiments,

comparing explants after incubation with phylotype IA1, II, III and IA1+II+III to test whether
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the restoration of the phylotype diversity have an impact on the explant inflammatory
response. (e) Results of IHC labelling intensity scores, presented as fold increase/decrease

taking IA1+II+11I condition as reference.

25



IAT+I1+111 NEG

1} 1

Figure 3: Immunohistochemistry performed on skin explants after 6h-incubation with either

TLR-2

B-DEF2

IL-17

TGF-B

C. acnes 1A1, 11 or III phylotype alone, or with a combination of IA1+II+III phylotypes. The
studied markers are innate immunity-related markers (TLR-2, B-defensin-2, IL-10, IL-17, IL-
1B, and TGF-B). Negative control was obtained by incubating skin explant in culture media
alone. Results from three donors were combined and the variation is shown as mean +/-
standard deviation *** p<0.001. Labelling appeared mainly in the epidermis for both markers.
Intensity labelling was evaluated using the following scale: null labelling (0), very weak
labelling (1), weak labelling (2), moderate labelling (3), strong labelling (4). Scale bars

correspond to 300 pm.
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Figure 4: Evaluation of cytokines concentrations released by normal skin explants after 6 h
incubation with C. acnes phylotypes A1, II or III singly, comparing with the combination of
phylotypes IA1+II+III (n=3). Positive control was obtained by incubating skin explants with
E. coli LPS, and negative control was obtained by incubating skin explant in culture media
alone. The results from three donors were combined and the variation is shown as mean +/-
standard deviation *** p<0.001. (a) IL-8 concentration (pg/mL), (b) IL-10 concentration
(pg/mL), (c) IL-6 concentration (pg/mL), (d) IL-17 concentration (pg/mL), (e) TGF-B
concentration (ng/mL).
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Par ailleurs, quatre marqueurs caractéristiques de la matrice extracellulaire et
impliqués dans son remodelage au niveau de la peau ont été étudiés (Figure 55, p.127)

(TIMP-2, MMP-2, MMP-9, et la laminine-a5).
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Figure 55 : Intensité de marquage obtenue aprés immunohistochimie réalisée sur les explants de peau apres
incubation avec différentes combinaisons de phylotypes de C. acnes (n=3).

Les résultats montrent des tendances d’expression différentes selon les conditions
d’incubation testées. Par exemple, TIMP-2 a démontré un score moyen d’intensité de
marquage de 1,25 dans les explants incubés avec le phylotype IA1 alors qu’il était de 0,5 dans
les explants incubés avec la combinaison des trois (Figure 55, p.127). Il en est de méme pour
MMP-9, qui montre un score moyen d’intensité¢ de marquage de 2 apres incubation avec le
phylotype IAl, alors qu’il était de 0,7 apres incubation avec la combinaison des trois
phylotypes (Figure 55, p.127). Cette tendance n’est pas retrouvée pour le marqueur laminine-
a5 qui démontre un score d’intensité de marquage maximum apres incubation avec du LPS
bactérien, qui était le controle positif de la coculture (Figure 55, p.127). De méme, le
marqueur MMP-2 n’a pas démontré de tendance spécifique a une condition de coculture par
rapport aux autres, avec un score moyen d’intensité de marquage proche de 0,6 pour toutes les

conditions (Figure 55, p.127).
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B.5  Résolutions des problémes rencontrés et limites

B.5.a Test ELISA

Les manipulations ELISA ont demandé une mise au point particuliere car les
cytokines dosées dans les échantillons s’avéraient étre trés souvent hors de la gamme étalon
réalisée. Or, I’extrapolation n’étant pas possible pour cette technique, il a fallu refaire les
manipulations lorsque 1’échantillon se trouvait hors gamme étalon. Cela s’est passé pour I’IL-
6, ’'IL-8 ainsi que I’'IL-17 pour lesquels j’ai réalisé entre deux et trois fois les manipulations
ofme

en testant deux concentrations (1/100°™ et 1/250™) afin d’obtenir un signal fiable.

B.5.b Test des anticorps pour I’immunohistochimie

Les conditions expérimentales pour 1’utilisation des anticorps en immunohistochimie
sont a déterminer par le manipulateur. Certes, les protocoles d’utilisation sont disponibles sur
la fiche du fournisseur, mais il est bien stipulé que les concentrations et les temps de
démasquage notamment peuvent varier d’un laboratoire a 1’autre et qu’il est donc nécessaire
de réaliser une mise au point des anticorps avant utilisation. Ainsi, les 11 anticorps utilisés au
cours de ce travail de These ont été mis au point en optimisant quatre parametres principaux :
le temps de démasquage (20, 30, 40 min), le tampon utilisé pour le démasquage (EDTA et
citrate), la concentration d’anticorps, le mode d’incubation (nuit a 4°C, ou 1 h a température
ambiante). Pour chaque anticorps, une étape préalable de bibliographie était incontournable
pour pouvoir identifier des tissus positifs (contrdle positif) et pouvoir commander le nombre

de lames requis aupres des fournisseurs pour pouvoir réaliser les tests.

B.5.c Mise au point de la technique de création de lysats membranaires de C. acnes

La mise au point de la technique de création de lysats membranaires de C. acnes a

demandé plus d’un an de manipulations a cause de plusieurs problémes techniques rencontrés.
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La recroissance des bactéries sur géloses apres la réalisation du protocole a été 1’un des
problémes principaux que j’ai rencontré, et que j’ai levé en réalisant une inactivation par choc
thermique en amont du protocole de fragmentation (cycles congélation/décongélation et

cycles congélation/sonication).

B.5.d La technique du crystal violet pour I’étude de la production de biofilm bactérien

La technique du crystal violet a demand¢ plusieurs mois de mise au point. Plusieurs
problémes techniques ont été rencontrés. En effet, si la souche considérée était hautement
productrice de biofilm, les lavages successifs décrochaient la plaque de biofilm ainsi formée.
Cela était tres visible aprés coloration du biofilm. Il y avait donc une perte majeure
d’information et les résultats n’étaient pas fiables. L’opportunité et la disponibilité d’une
technique plus standardisée nous a conduit a cesser la mise au point de la technique au crystal

violet.

B.5.e Typage moléculaire de C. acnes

La caractérisation moléculaire des souches a posé probléme sur certains échantillons
dont le complexe clonal n’a pas pu étre déterminé par le schéma MLST9, étant donné la non
amplification de certains genes, et en particulier recA. Dans ce cas, certains parameétres de la

PCR ont ét¢ modifiés, comme par exemple la concentration en MgCl,.
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Points de synthése

Les extraits membranaires issus des souches de C. acnes de phylotype IA1, II et III ont
induit une réponse inflammatoire significativement plus élevée comparés au contrdle
négatif (milieu de culture seul).

La restauration de la diversité des phylotype in vitro induit une baisse de la réponse
inflammatoire des explants de peau incubés avec une combinaison de trois phylotypes
(IA1+I1+I1I) comparé aux phylotypes seuls (IA1, II ou III).

La diversité des phylotypes de C. acnes apparait ainsi comme un facteur clé, capable de
déclencher I’activation du systéme immunitaire inn€ cutan¢.

La diversit¢ des phylotypes apparait comme un facteur capable de moduler (i)
I’activation du systéme immunitaire innée au niveau de la peau ; mais également (ii)
I’expression de certains marqueurs impliqués dans le remodelage de la matrice
extracellulaire au niveau de la peau, principalement MMP-9 et TIMP-2.
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VI. Discussion et perspectives
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L'acné a longtemps été considérée comme une maladie inflammatoire multifactorielle
chronique du follicule pilosébacé complexe. Actuellement, trois facteurs clés sont décrits
comme ¢tant impliqués dans le développement de 1'acné: la production de sébum stimulée par
les hormones, la kératinisation anormale du canal pilosébacé et la colonisation cutanée par C.

acnes.

A I’heure actuelle, le systtme immunitaire inné commence a étre mis en évidence en
tant que quatrieme acteur clé et le microbiote en tant que cinquieéme acteur clé de la
physiopathologie de I'acné (Dréno et al., 2015; Koreck et al., 2003). Dans ce contexte de
dermatose inflammatoire multifactorielle et au regard des travaux précédemment publiés par
notre équipe, il apparait crucial de décrypter le role des communautés bactériennes cutanées
et en particulier des sous-types de C. acnes, dans la physiopathologie de 1’acné sévere.
Egalement, le role de I’immunité innée dans 1’apparition de cette dermatose reste a ¢lucider

(Dréno et al., 2016a; Gollnick and Dréno, 2015).

Dans un premier temps, ce travail de Thése s’est axé autour d’une étude de
caractérisation des souches de C. acnes retrouvées au niveau du visage et du dos de patients
atteints d’acné sévere du dos et de volontaires sains. Puis il s’agissait de déterminer si la perte
de diversité des phylotypes observée en contexte d’acné sévere, était une cause ou une
conséquence de la maladie. Pour répondre a cette question, un systéme in vitro de cocultures

entre des extraits de bactéries et des explants de peau humaine saine a été mis au point.

La mise au point d’une technique d’obtention d’extraits membranaires bactériens a été

réalisée

La technique d’obtention d’extraits membranaires a partir d’une suspension
bactérienne de C. acnes a nécessité environ une année. Ceci a permis de mettre au point une
procédure standardisée, que nous avons validé pour C. acnes mais également pour trois autres
bactéries : C. avidum, C. granulosum et C. namnetense. La mise au point de cette technique
¢tait importante pour réaliser les cocultures entre extraits membranaires bactériens et explants
de peau dans un incubateur partagé avec le reste de 1’équipe, et éviter la contamination des
cultures voisines. Cette technique présente également un intérét tout particulier dans 1’optique
de mettre au point un vaccin pour 1’acné sévére. En effet, ’acné sévere étant une maladie

laissant des cicatrices irréversibles (Fabbrocini et al., 2010), la mise au point d’un vaccin reste
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une option intéressante, notamment lorsqu’il y a un historique familial (Goulden ez al., 1999).
Cette orientation fait partie d’un projet actuellement développé par d’autres équipes
internationales, notamment celle du Dr Eric (Chun-Ming) Huang du Département de
Dermatologie de la Faculté de Médecine de San Diego (Etats-Unis), qui a trés récemment
publié un article ouvrant la voie au développement d’un vaccin ciblant le CAMP factor de C.

acnes (Wang et al., 2018).

De plus, cette technique pourra servir pour la mise au point d’un anticorps monoclonal
visant C. acnes pour le développement d’autres outils, comme les anticorps utilisés pour
I’immunohistochimie. Trés peu d’anticorps anti-C. acnes sont utilisés dans la littérature
scientifique car ils ne sont pas commercialisés, et les rares équipes en possédant ne sont pas

désireuses de les partager (Jahns ef al., 2013).

Ce protocole pourra également servir a 1’élaboration de traitement topique a base de
probiotiques pour traiter ’acné. L’utilisation de probiotiques dans le traitement de dermatoses
inflammatoires a démontré un intérét croissant durant ces deux dernieres années (Mottin and
Suyenaga, 2018; Notay et al., 2017). De plus, nous avons montré une perte drastique de la
diversité des phylotypes de C. acnes chez les patients atteints d’acné sévere du dos en
comparaison a un groupe sain (Dagnelie ef al., 2018a). Cette perte de diversité pouvait induire
une inflammation cutanée in vitro, dans un modele d’explants de peau humaine. De ce fait,
des traitements basés sur la restauration de la diversité des sous-types de C. acnes devraient
étre testés dans le cadre d’essais cliniques, basés sur I'utilisation d’extraits membranaires de
C. acnes. L’utilisation d’extraits de C. acnes a déja été testée par une équipe Italienne dans le
traitement de vaginoses bactériennes, de candidoses vulvo-vaginales, et de vaginites mixtes
(Melis et al., 2018). L’efficacité d’un tel traitement était expliquée par ’activation du systéme
immunitaire innée provoquée par les extraits de C. acnes, qui permettait a la barricre vaginale
d’induire une réponse immunitaire suffisamment forte pour éradiquer le pathogeéne exogene

ayant induit I’infection.

Ainsi, de nombreuses perspectives s’ouvrent pour l’utilisation de cette technique
d’obtention d’extraits membranaires de C. acnes, tant sur un plan clinique que sur un plan de

recherche et développement.
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1l 'y a une perte de diversité des phylotypes de C. acnes en contexte d’acné sévere du dos

La caractérisation exhaustive des souches de C. acnes collectées au cours de I’étude
(phylotype, CC et type SLST), a permis de démontrer que les CCI18 et CCS53 étaient
respectivement associés au groupe acné et au groupe sain. Ce résultat se base sur la
caractérisation de la souche prédominante de C. acnes en culture, retrouvée en utilisant le
« single-picking ». En effet, une étude analysant 20 a 30 isolats avec la technique du « multi-
picking », a précédemment permis de mettre en évidence que le clone prédominant en culture
constituait 85 a 100 % de I’échantillon total (Lomholt et al., 2017). Ainsi, la méthode du
« single-picking » permet d’identifier le clone prédominant de C. acnes présent au sein de

I’échantillon de flore cutanée.

Ce résultat confirme 1’étude menée par Lombholt et Kilian (Lomholt and Kilian, 2010;
Lombholt et al., 2017). Par ailleurs, ce travail de These révéle pour la premicre fois qu’une
perte importante de diversit¢ des phylotypes est observée au niveau du dos des patients

atteints d’acné sévere, avec 95,6 % des souches appartenant au phylotype IA1.

Cette prédominance du phylotype A1 a déja été décrite dans la littérature scientifique
et nous confirmons ce résultat (Lomholt and Kilian, 2010). Par exemple, Lomholt et Kilian
ont décrit les CCs retrouvés uniquement chez deux patients présentant une acné du visage et
du dos (Lombholt and Kilian, 2014). Sur le visage, ils ont retrouvé notamment du CC3 et du
CC18, mais une plus faible diversité de CCs sur le dos. Dans ce travail de Thése, nous avons
¢galement retrouvé une différence de diversité en fonction de la localisation (visage versus
dos). Pour expliquer cette observation, une de nos hypothéses est liée a la quantité et la qualité
du sébum présent a la surface de la peau sur le dos et le visage. De plus, il a été montré que le
nombre de follicules pileux était différent d’une zone du corps a I’autre (Otberg et al., 2004),
ce qui pourrait influencer la quantité de sébum a la surface de ces deux zones. Enfin, la peau
du dos n’est pas en contact avec le méme type d’environnement que celle du visage,
notamment en raison du contact permanent avec les textiles (dos), les UV (visage), la
sécheresse (visage), les frottements (dos). A 1’heure actuelle, aucune étude d’impact de tous
ces parametres environnementaux n’est disponible dans la littérature pour expliquer ces
différences de diversité des sous-types de C. acnes retrouvés a différents endroits du corps
humains.

Concernant les types SLST, trés peu d’études décrivent a ce jour ceux qui sont

retrouvés a la surface de la peau, compte tenu que c’est une méthode de typage moléculaire
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récente (Scholz et al., 2014). Lors de I’acceptation de notre étude pour publication dans le
journal intitulé « Acta Dermato-Venereologica », seules deux ¢études venaient d’étre
publiées sur cette caractérisation, dont une provenant de notre groupe (Paugam et al., 2017),
qui ne retrouvaient pas d’association significative entre un type SLST en fonction du score de
sévérité des patients étudiées. La deuxiéme étude a également été publiée en 2017 par un
groupe japonais (Nakase et al., 2017) et décrivait notamment des clones de C. acnes retrouvés
chez des patients atteints d’acné modérée a sévere. De maniere intéressante, Nakase et al. ont
plus fréquemment retrouvé du type SLST AS dans leurs prélévements bactériens issus de
patients atteints d’acné sévere. Dans notre étude, nous retrouvons une association significative
entre le type SLST Al et ’acné sévere du dos. Cette différence de type SLST peut étre
expliquée par I’ethnie (Leung er al., 2015), le climat, les habitudes hygiéniques qui sont
différentes en fonction des pays, et également la prise en charge des patients atteints d’acné
qui est tres différente d’un pays a l’autre (utilisation différente d’antibiotiques, de
I’isotrétinoine et du peroxyde de benzoyle). A ce sujet, la description des types SLST
retrouvés sur la peau de patients de différentes ethnies n’a jamais été réalisée et pourrait faire
I’objet de futures investigations. Il est néanmoins intéressant de noter que dans I’étude de
Nakase et al. comme dans ce travail de These, c’est la clade A qui est retrouvée comme

prédominante chez les patients atteints d’acné sévére.

Pour expliquer la prédominance du phylotype IA1/CC18/A1 en contexte d’acné sévere
du dos, plusieurs hypothéses peuvent étre avancées. Certaines études récentes mettent en
¢vidence les différences de potentiels pro-inflammatoires en fonction des sous-types de C.
acnes (Jasson et al., 2013; Nagy et al., 2005; Yu et al., 2016). Ce potentiel pro-inflammatoire
des souches de C. acnes peut étre influencé par différents facteurs de virulence présents dans
le génome de C. acnes. Par exemple, la hyaluronate lyase, qui est connue pour perturber les
jonctions cellulaires, et dont deux all¢les existent dans le génome de C. acnes, en fonction du
complexe clonal auquel appartient la souche considérée. De ce fait, une souche appartenant au
CC36 aura un allele différent que celle appartenant au CC18, comme le suggere deux études
récentes (Aubin et al., 2017b; Nazipi et al., 2017). Ces études prouvent que différents alléles
existent pour le géne de la hyaluronate lyase, et ainsi, tous les sous-groupes de C. acnes ne
lysent pas I’acide hyaluronique de la méme fagon et avec la méme efficacité. De plus, d’autres
facteurs de virulence comme les sialidases, neuraminidases, endoglycoceramidases

(Briiggemann et al., 2004; Holland et al., 2010), les facteurs CAMP (1, 2, 3, 4, and 5) (Lheure
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et al.,2016), et le récepteur au fibrinogeéne (Grange et al., 2017) sont présents dans le génome
de C. acnes. Pourtant, sur le plan génomique, les différences demeurent faibles et non
significatives entre les différents sous-types de cette bactérie, en raison d’un core-génome de
88 %. Ainsi, I’é¢tude a I’échelle génomique peut partiellement expliquer un potentiel pro-

inflammatoire différent d’un sous-groupe de C. acnes a I’autre.

En accord avec l'activité lipolytique connue de C. acnes (Whiteside and Voss, 1973),
cette étude a identifié¢ des enzymes lipolytiques dans la fraction sécrétoire de cette bactérie, y
compris de la Glycérol-ester hydrolase A (GehA). GehA est reconnu comme 1'un des facteurs
de virulence impliqués dans la pathogenése de 1'acné (Falcocchio et al., 2006; Gloor et al.,
2002; Miskin et al., 1997), et est considéré comme I’enzyme principale responsable de
I'hydrolyse des triacylglycérides contenus dans le sébum, conduisant a la libération de
glycérol et d’acides gras libres. Ces acides gras libres sont proinflammatoires et favorisent
I'hyperkératinisation de 1’infudibulum et 1’augmentation de 1'adhérence entre C. acnes et les
cellules du follicule pileux, favorisant la colonisation de C. acnes et la formation de biofilm
(Burkhart and Burkhart, 2003; Falcocchio et al., 2006). En outre, GehA lui-méme est un
facteur chimiotactique fort (Lee ef al., 1982). Sur un plan protéomique, un certain nombre de
différences majeures ont été¢ détectées entre souches appartenant aux phylotypes IA et IB: en
comparaison aux deux souches de type IB, une souche de type IA, présentait une
augmentation de la sécrétion de 1I’enzyme GehA (Holland et al., 2010). Ces données
représentent des avancées majeures dans la compréhension des différents potentiels
proinflammatoires des sous-types de C. acnes, et sont a mettre en relation avec la capacité de
produire des biofilms de chaque souche. En effet, Achermann er al. ont montré que les
protéines synthétisées par C. acnes étaient différentes lorsque la bactérie était en phase

planctonique ou en phase sessile, dans un modele in vivo (Achermann et al., 2015).

En conséquence, ces données suggerent I'importance de futures études
transcriptomiques pour vérifier les niveaux d’expression de I’ensemble de ces facteurs de
virulence, et voir par exemple, si le phylotype IA1l les exprime au méme niveau que le
phylotype III. Ainsi, a I’heure actuelle, I’hypothése transcriptomique pour expliquer ces
différences de potentiel pro-inflammatoires entre les différents sous-groupes de C. acnes

semble étre la plus prometteuse mais demande de futures investigations.
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1l existe une différence d’activation du systeme immunitaire inné entre les patients atteints

d’acné sévere et les individus sains

Grace a des manipulations d’IHC ciblant des marqueurs impliqués dans I’immunité
innée humaine, nous avons pu mettre en évidence une différence d’activation de I’immunité
innée entre les deux groupes. Plusieurs études ont précédemment suggéré I’implication
d’autres facteurs que la microbiologie dans la physiopathologie de 1’acné, et notamment celle
du systtme immunitaire inné (Paugam et al., 2017). De plus, d’autres études ont
précédemment décrit I’expression de certains marqueurs de I’immunité innée dans la peau

cliniquement saine d’individus sains (Miller, 2008; Patra et al., 2018; Saint-Jean et al., 2016).

Cette différence d’activation du systeme immunitaire inné entre les deux groupes
pourrait représenter un facteur aggravant de I’acné. En effet, les marqueurs TLR-2 et [-
défensine-2 sont déja connus pour étre des médiateurs cruciaux de I’inflammation cutanés
(Braff and Gallo, 2006; Gariboldi et al., 2008; Lheure et al., 2016; Mogensen, 2009). Dans ce
travail de These, ils sont apparus significativement augmentés dans la peau des patients
atteints d’acné sévere comparée aux sujets sains. Cela représente une nouvelle hypothése pour
expliquer les réactions inflammatoires inappropriées observées en réponse a C. acnes (Lheure
et al., 2016) qui est pourtant une bactérie commensale de la peau. Ainsi, ce phénomeéne de
suractivation et de « sur-sensibilité » de I'immunité innée de la peau acnéique, de pair avec un
déséquilibre des sous-types de C. acnes (prédominance du phylotype IAl), représentent

probablement un terrain favorisant le développement de 1ésions inflammatoires d’acné.

Les phylotypes IA1, 1l et Il de C. acnes induisent une réponse inflammatoire significative par

rapport au témoin négatif

Grace au systéme de coculture in vitro mis au point au cours de ce travail de These,
nous avons mis en évidence une suractivation de certains marqueurs de I’immunité innée dans
des explants de peau aprés incubation avec les phylotypes A1, II ou III, comparé aux
explants incubés dans du milieu de culture seuls (contréle négatif). Ce résultat confirme des
résultats de la littérature actuelle concernant le potentiel proinflammatoire des différentes

souches de C. acnes (Jasson et al., 2013; Nagy et al., 2005; Yu et al., 2016).
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Restaurer la diversité des phylotypes in vitro permet d’abaisser [’activation anormale du

systeme immunitaire inné

Partant du constat qu’il y avait une perte drastique de diversité des phylotypes sur le
dos des patients atteints d’acné séveére du dos, nous avons voulu testé in vitro, si cette perte de
diversité était la cause ou la conséquence de I’inflammation importante observée en contexte
d’acné sévere. Pour se faire, nous avons eu I'idée de tester les réponses inflammatoires
d’explants de peau saine incubés dans plusieurs conditions : les phylotypes seuls (IA1, II ou
I1I), ou bien un mélange de phylotype (IA1+II+1III). Les explants incubés avec la combinaison
[AT+II+IIT ont démontré une réponse inflammatoire (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, TLR-2,
B-défensine-2) plus faible comparé a ceux incubés avec les phylotypes de C. acnes
individuellement (IA1, II ou III), particuliecrement avec le phylotype IA1, connu pour son
implication dans 1’acné (Lomholt and Kilian, 2010; Lomholt et al., 2017). De fait, lorsque
nous restaurons la diversité des phylotypes de C. acnes dans un modéle in vitro, nous
observons une réponse inflammatoire faible. Ces données démontrent que la diversité des
phylotypes apparait comme un facteur capable de moduler I’activation du systéme
immunitaire innée au niveau de la peau. Ce travail a également mis en évidence que la
diversité des phylotypes est un facteur capable de moduler I’expression de deux marqueurs
impliqués dans le remodelage de la matrice extracellulaire au niveau de la peau (MMP-9 et
TIMP-2), en plus de la filagrine et certaines intégrines qui étaient déja connues (Jarrousse et
al., 2007). Ces résultats ouvrent la voie a de nouvelles interrogations, notamment les
mécanismes permettant aux cellules de la peau de percevoir ces différences de diversités de
phylotypes, et pouvant expliquer ces différences de réponse inflammatoire. Au vu de la
littérature actuelle sur I’implication du TLR-2 dans la physiopathologie de 1’acné, il est
probable que ce récepteur soit la clé de volte permettant aux cellules cutanées (effecteurs
immunitaires et également kératinocytes) de percevoir les signaux envoyés par le microbiote,

et notamment les différences de diversité microbienne.

Conclusions générales et perspectives d’études

L’ensemble de ce travail de Theése nous permet de conclure que la perte de diversité
des phylotypes observée chez les patients atteints d’acné sévere du dos s’avere €tre un facteur

essentiel impliqué dans le déclenchement d’une réponse inflammatoire cutanée significative.
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Ce résultat pertinent ouvre la voie a d’autres questions, notamment concernant les
types de récepteurs qui sont capable de percevoir ce type de signal. Par ailleurs, nous avons
observé que deux marqueurs, le TLR-2 et la B-défensine-2, étaient surexprimés dans la peau
des patients atteints d’acné sévere. Or, le TLR-2 a été décrit comme largement impliqué dans
la reconnaissance de C. acnes en contexte d’acné (Gariboldi et al., 2008; Lheure et al., 2016).
11 représente donc I’hypothese la plus pertinente pour expliquer comment la peau humaine est
capable de percevoir ces différences de diversité des phylotypes de C. acnes. Ainsi, ceci
pourra faire I’objet de futures investigations in vitro, notamment grace a [’utilisation
d’inhibiteur des TLRs dans les mémes conditions qu’évoquées dans ce travail de These, et
ainsi évaluer I’implication des TLRs dans la perception par la peau, de ces différences de

diversité de phylotypes.

L’ensemble de ce travail de Thése mene également a plusieurs questions cliniques,
relatives a la prise en charge des patients atteints d’acné sévere. En effet, les traitements étant
parfois mal tolérés (Wolverton and Harper, 2013), et au vue de ’antibiorésistance émergente,
il s’avere important de développer de nouvelles approches pour leur prise en charge. Les
résultats que nous apportons représentent un travail préliminaire fondamental et solide pour la
réalisation d’essais cliniques, dans 1’optique de tester les pré et probiotiques cutanés dans
I’acné, en restaurant la diversité des phylotypes qui est réduite chez ces patients. Ce traitement
topique consisterait d’abord a 1’échantillonnage de la flore cutané du patient et ensuite,
I’¢laboration d’un traitement probiotique personnalisé, a base de souches de C. acnes
« manquantes » au sein du microbiote de ce patient en particulier. Avec 1’avénement de la
médecine personnalisée et 1’utilisation des Big Data, la mise en place de ce type d’approche
thérapeutique personnalisée représente un domaine de choix pour de futurs essais

thérapeutiques.
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Résumé

L’acné est une dermatose inflammatoire multifactorielle
affectant jusqu’a 85 % de la population mondiale agée de 11 a
30 ans. Cutibacterium acnes est une bactérie jouant un role
majeur dans la physiopathologie de cette maladie. Ces
derniéres années, le microbiote cutané et I'immunité innée ont
commenceé a faire leur apparition comme deux entités pouvant
étre impliquées dans I'acné. Ainsi, ce travail de These visait a
mieux comprendre limpact du microbiote cutané et de
I'immunité innée dans la physiopathologie de I'acné sévere du
dos. L'étude clinique, déposée au Comité de Protection des
Personnes (CPP) sous le numéro 21-15, a permis le
recrutement de 24 patients atteints d’acné sévere du dos et 12
volontaires sains, sur lesquels plusieurs prélevements ont été
réalisés (protocole n°’RD.03.SPR.105704 et n°ID-RCB 2015-
A01139-40). Ce travail a d’abord eu pour but de faire une
caractérisation moléculaire des isolats de C. acnes provenant
des patients et des sujets sains. A lissue de cette premiére
partie, la prédominance importante du phylotype IA1
(CC18/A1) en contexte d’acné sévere du dos a orienté 'étude
sur une nouvelle question. En effet, la Thése a ensuite visé a
décrypter I'impact de la diversité des phylotypes de C. acnes
sur le niveau d’activation de l'immunité innée en contexte
d’acné sévere. Il s’'agissait de déterminer si cette perte de
diversité des phylotypes observée en contexte d’acné sévere
était une cause ou une conséquence de la maladie. Un
systéme de cocultures in vitro entre bactéries et explants de
peau humaine saine a été mis au point et I'évaluation de la
réponse inflammatoire par immunohistochimie et ELISA a la
suite de ces cocultures a permis de démontrer que la perte de
diversité des phylotypes était une cause trés probable de
linflammation cutanée observée en contexte d’acné sévere.

En parallele de ce travail, une caractérisation du niveau
d’activation de I'immunité innée de la peau cliniquement saine
de patients atteints d’acné sévere en comparaison a des sujets
sains a été réalisée, en ciblant les marqueurs TGF-B, TLR-2,
IL-1B, IL-10, IL-17, et B-défensine-2. L'étude de ces marqueurs
a également été réalisée dans deux types de Iésions
inflammatoires d’acné (papule et nodule) en comparaison a de
la peau cliniquement saine. A lissue de ce travail, nous avons
mis en évidence une activation anormale du systéme
immunitaire innée, notamment via la surexpression du TLR-2 et
de la B-défensine-2 dans la peau des patients atteints d’acné
sévere comparée aux individus sains.

Ce travail de Thése ouvre la voie a de nouveaux paradigmes
pour expliquer la physiopathologie de I'acné sévere,
notamment par le déséquilibre relatif observé entre les sous-
groupes de C. acnes, qui, de pair avec la suractivation du TLR-
2 et de la B-défensine-2, expliquerait I'inflammation cutanée
importante observée dans cette dermatose et I'apparition de
nodules inflammatoires. Ce travail ouvre également la voie au
développement de nouvelles approches thérapeutiques,
basées sur les pré et pro-biotiques cutanés pour restaurer une
flore microbienne équilibrée, ou encore des stratégies basées
sur la modulation de I'immunité innée chez les patients
souffrants d’acné séveére.

Mots clés

acné sévere, microbiote cutané, immunité innée, Cutibacterium
(Propionibacterium) acnes, typage moléculaire, phylotypes, MLST, SLST,
biologie cutanée

Abstract

Acne is a multifactorial inflammatory skin disease affecting up
to 85% of the world's population between 11 to 30 years-old.
Cutibacterium acnes is a bacterium that plays a major role in
acne physiopathology. Recently, skin microbiota and innate
immunity have begun to appear as two entities that may be
involved in this skin inflammatory disease. Thus, this Thesis
aimed to better understand the impact of skin microbiota and
innate immunity in the physiopathology of severe back acne.
The clinical study, filed with the Committee for the Protection of
Persons (CPP) under the number 21-15, allowed the
recruitment of 24 patients with severe back acne and 12
healthy volunteers, from whom several samples were
performed (protocol n°RD.03.SPR.105704 and N°ID-RCB
2015-A01139-40). The aim of this work was first to make a
molecular characterization of C. acnes isolates from patients
and healthy subjects. At the end of this first part, the important
predominance of the IA1 (CC18/A1) phylotype in the context of
severe back acne guided the study to a new question. Indeed,
the Thesis then aimed to decipher how far the diversity of C.
acnes phylotypes could impact on the activation level of innate
immunity in the context of severe acne. The question was
whether this loss of phylotype diversity observed in the context
of severe acne was a cause or consequence of the disease. To
answer this new question, an in vitro coculture system between
bacteria and healthy human skin has been developed. The
evaluation of the skin inflammatory response by
immunohistochemistry and ELISA after different coculture
conditions showed that the loss phylotype diversity was a
possible cause of cutaneous inflammation observed in acne
context. In parallel with this work, a characterization of the
activation level of the innate immunity of non lesional skin from
severe acne patients comparing with healthy subjects was
carried out, targeting the TGF-3, TLR- 2, IL-13, IL-10, IL-17,
and B-defensin-2 markers. These markers study was also
performed in two types of inflammatory lesions of acne (papule
and nodule) in comparison to non lesional skin. At the end of
this work, we were able to demonstrate an abnormal activation
of the innate immune system, notably via the overexpression of
TLR-2 and B-defensin-2 in the skin of severe acne patients
comparing with healthy individuals.

This Thesis work paves the way for new paradigms to explain
severe acne physiopathology, including the relative imbalance
observed between C. acnes subgroups, which, together with
TLR-2 and B-defensin-2 overactivations, would explain the
important cutaneous inflammation observed in this dermatosis
and the appearance of inflammatory nodules. Besides, this
work paves the way for the development of new therapeutic
approaches, based on skin pre- and pro-biotics to restore a
balanced microbial flora, and also for strategies based on the
modulation of innate immunity in patients suffering from severe
acne.
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