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BUT DE LA THESE 

Les arbovirus sont des pathogènes émergents principalement transmis à l’Homme lors 

du repas sanguin d’un arthropode hématophage. A la suite de l’inoculation, simultanément à 

la salive anti-coagulante et anti-inflammatoire du vecteur, l’infection débute par la réplication 

du virus dans les cellules cutanées avant dissémination par voie lymphatique puis virémique à 

travers l’organisme jusqu’aux organes cibles. Les cellules résidentes de l’épiderme, constitué 

à 90% de kératinocytes ainsi que celles du derme, ont été montrées permissives à l’infection 

par de multiples espèces d’arbovirus. En réponse à la réplication virale, elles produisent un 

large éventail de molécules à activité antivirale dont des peptides antimicrobiens (PAMs). Les 

PAMs sont des petits peptides, généralement de moins de 50 acides aminés, dotés de 

propriétés antimicrobiennes à large spectre. Si les propriétés anti-bactériennes, anti-fongiques 

et anti-parasitaires des PAMs sont désormais bien connues, leurs activités antivirales restent 

encore peu étudiées. 

  L’objectif de ce travail de thèse est d’évaluer l’activité antivirale de PAMs produits 

par le kératinocyte primaire humain vis-à-vis d’un arbovirus émergent, le virus West Nile 

(WNV). Le mémoire, qui en découle, comporte une première partie de généralités consacrées 

aux arbovirus et, plus particulièrement, au WNV, à la peau avec la description de sa structure 

et de la réponse immunitaire locale, et, enfin, à la réalisation d’un état des connaissances 

portant sur les propriétés antivirales des PAMs du kératinocyte, ayant servi de base à la 

rédaction d’une revue de la littérature publiée dans le journal Viruses en 2020. La seconde 

partie est constituée d’un article original décrivant les activités antivirales et 

immunomodulatrices de deux d’entre eux, la cathélicidine humaine (LL-37) et la bêta-

défensine humaine de type 3 (hBD-3). Enfin, d’autres résultats originaux à propos des 

peptides S100 constituent la troisième partie de ce manuscrit avant un quatrième et dernier 

chapitre de discussion générale, conclusion et perspectives. 
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GENERALITES 

I. Les arbovirus 

a. Définition  

La première transmission d’un agent infectieux responsable d’une pathologie humaine 

par un insecte vecteur a été démontrée en 1878 par Sir Patrick Manson. Il s’agissait de la 

filaire du genre Wuchereria bancrofti dont la larve est inoculée à l’Homme par un moustique 

du genre Culex. En 1881, l’hypothèse de la transmission du pathogène responsable de la 

fièvre jaune par un moustique a été, à son tour, évoquée par Carlos Finlay, pour n’être 

finalement démontrée qu’en 1990. A cette date, le Dr James Carroll, appartenant à la 

commission « Fièvre jaune » de l’US Army, s’était porté volontaire pour subir le repas 

sanguin d’une femelle Ae. aegypti qui s’était nourrie 12 jours plus tôt sur des patients atteints 

de formes sévères de fièvre jaune. Suite à cette piqûre, le Dr Carroll avait développé une 

forme sévère non mortelle de fièvre jaune. Le major Walter Reed, chef de cette commission, 

avait ensuite autorisé le même type de tests sur des personnes volontaires afin de confirmer la 

transmission du virus par piqûre de moustique. [1, 2] Le concept d’ « arbovirus » est né en 

1942. Ses inventeurs, Hammon et Reeves, ont émis l’hypothèse que les virus de l’encéphalite 

de Saint Louis et de l’encéphalite équine de l’Ouest se transmettaient via un moustique du 

genre Culex. [1, 3] 

Le terme « d’arbovirus » est l’acronyme d’arthopod-borne virus. Les arbovirus 

regroupent des virus appartenant à des familles virales diverses mais ayant un mode de 

transmission commun constitué par la piqûre, ou la morsure, d’un arthropode hématophage. 

Les principaux vecteurs des arbovirus sont constitués de différentes espèces de moustiques 

(Aedes, Culex), de tiques (Ixodes) ou de phlébotomes. [4, 5] Environ 500 espèces d’arbovirus 

ont été décrites mais un peu plus d’une centaine sont pathogènes pour l’Homme. [4, 5] 
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b. Introduction 

Les arbovirus ont pour caractéristiques structurales communes d’être enveloppés et 

d’avoir majoritairement pour génome une molécule d’ARN (Acide RiboNucléique). Il s’agit 

néanmoins d’un groupe hétérogène de virus appartenant à des familles différentes. La famille 

des Flaviviridae constitue un contingent important des arbovirus impliqués en pathologie 

humaine avec le genre Flavivirus dont le virus prototype est le virus de la fièvre jaune (YFV) 

et qui regroupe également les virus de la dengue (DENV), Zika (ZIKV), West Nile et de 

l’encéphalite à tique (TBEV pour tick-borne encephalitis virus). On retrouve également le 

genre Alphavirus de la famille des Togaviridae avec les virus du Chikungunya (CHIKV), de 

la forêt de Semliki et Mayaro. Enfin, les virus de la fièvre de la vallée du Rift, de la fièvre 

hémorragique de Crimée-Congo et Toscana appartiennent à l’ordre des Bunyavirales. 

D’autres familles sont également représentées parmi les arbovirus dont les Reoviridae 

(Tableau 1). [5] 
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Famille Genre Virus Vecteur principal Continents/Pays  Symptomatologie 

Flaviviridae Flavivirus Fièvre jaune Moustique 

(Aedes) 

Afrique, Amérique du Sud Syndrome Hépato Rénal - Fièvre 

hémorragique 

  Dengue Moustique 

(Aedes) 

Afrique, Asie, Amérique du Sud, 

Amérique Centrale, Europe 

Eruption et arthromyalgies fébriles 

  West Nile Moustique 

(Culex) 

Afrique, Amérique du Nord, 

Europe, Moyen-Orient 

Infections neuro-invasives 

  Zika Moustique 

(Aedes) 

Afrique, Asie, Amériques, Europe Eruption et arthromyalgies fébriles ; 

infections neuro-invasives ; syndrome 

malformatif fœtal 

  Encéphalite japonaise Moustique 

(Aedes) 

Asie Infections neuro-invasives 

  Encéphalite à tiques Tique (Ixodes) Europe, Asie Infections neuro-invasives 

  Encéphalite de St Louis Moustique 

(Culex) 

Amérique du Nord Infections neuro-invasives 

Togaviridae Alphavirus Chikungunya Moustique 

(Aedes) 

Afrique, Amériques Centrale et du 

Sud, Asie, Europe 

Eruption et arthralgies fébriles 

  O’nyong’nyong Moustique 

(Anophèles) 

Afrique Eruption et arthralgies fébriles 

  Forêt de Semliki Moustique 

(Culex, Aedes) 

Afrique Infections neuro-invasives 

  Sindbis Moustique 

(Culex) 

Afrique, Europe, Moyen-Orient, 

Asie, Australie 

Eruption et arthralgies fébriles 

  Ross River Moustique 

(Culex, Aedes) 

Océanie Eruption et arthralgies fébriles 

  Forêt de Barmah Moustique 

(Aedes) 

Australie Eruption et arthralgies fébriles 

  Mayaro Moustique 

(Aedes) 

Amérique du Sud Eruption et arthralgies fébriles 

  Virus des encéphalites 

équines 

Moustique 

(Culex, Aedes) 

Amériques Infections neuro-invasives 

Tableau 1 : Liste des arbovirus d’importance médicale. Traité de Virologie Médicale, 2e édition, 2019 
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Famille Genre Virus Vecteur principal Continents/Pays  Symptomatologie 

Peribunyaviridae Orthobunyavirus Tahyna Moustique 

(Ochlerotatus, 

Aedes) 

Europe Infections neuro-invasives 

  Oropouche Moustique 

(Culex) 

Amérique du Sud Infections neuro-invasives 

  La Crosse Moustique 

(Aedes) 

Amérique du Nord Infections neuro-invasives 

Phenuiviridae Phlebovirus Fièvre de la vallée du Rift Moustique 

(Culex, Aedes) 

Afrique, Moyen-Orient Eruption et arthralgies fébriles 

  Fièvre à phlébotomes de 

Naples 

Phlébotome Afrique du Nord, bassin 

méditerranéen, Moyen Orient,  

Asie du Sud Est 

Infections neuro-invasives 

  Toscana Phlébotome Europe Infections neuro-invasives 

  Fièvre sévère avec 

thrombocytopénie 

Tique 

(Haemaphysalis, 

Rhipicephalus) 

Asie Fièvrehémorragique 

  Heart- land virus Tique 

(Amblyomma) 

Amérique du Nord Diarrhéefébrile, thombocytopénie 

Nairoviridae Orthonairovirus Fièvre hémorragique de 

Crimée-Congo 

Tique (Ixodes) Afrique, Europe, Asie Fièvre hémorragique 

Reoviridae Coltivirus Eyach Tique (Ixodes) Europe Eruption et arthralgies fébriles 

Rhabdoviridae Vesiculovirus Chandipura Phlébotome Inde Infections neuro-invasives 

 Vesiculovirus Isfahan Phlébotome Iran ? 

 Non assigné Mossuril Moustique 

(Culex) 

Mozambique ? 

Tableau 1 : Liste des arbovirus d’importance médicale. Traité de Virologie Médicale, 2e édition, 2019 



 

6 

 

c. Conditions de l’émergence et de la ré-émergence des arbovirus 

Certains arbovirus tels que le YFV sont connus pour être impliqués en pathologie 

humaine depuis plusieurs siècles. Cependant, nous assistons depuis quelques années à une 

émergence, ou une ré-émergence, de ces virus ce qui pose de sérieux problèmes de santé 

publique. [5] 

La répartition des arboviroses est désormais mondiale (Figure 1). L’augmentation du 

nombre de cas d’arboviroses au cours des dernières années est liée à la conquête de nouveaux 

territoires par les différents vecteurs facilitée, notamment, par le réchauffement climatique, la 

progression de l’urbanisation, l’augmentation des échanges commerciaux internationaux et du 

tourisme, à l’interruption des programmes de lutte contre les vecteurs liée à une instabilité 

géopolitique ou économique croissante dans certains pays, ou encore à la variabilité génétique 

intrinsèque propre aux virus à ARN. [1, 4, 5] 

 

 
Figure 1 : Répartition mondiale de différents arbovirus d’importance médicale. (Viglietta et al, 2021) 
 

La répartition géographique des cas d’arboviroses dépend de celle du vecteur. La 

conquête du continent sud-américain par le YFV aurait ainsi eu lieu entre le XVe et le XVIIe 

siècle, le moustique Ae. aegypti ayant migré d’Afrique vers le continent américain au moment 
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de la traite des Noirs. [2] Le climat est un élément déterminant dans l’adaptation des vecteurs 

à de nouveaux territoires et a, de fait, un impact sur la prévalence des cas d’arboviroses. Dans 

les zones au climat tropical, le cycle de reproduction du moustique est raccourci favorisant la 

propagation des arbovirus. A contrario, pour chaque vecteur, il existe une température limite 

en-deçà de laquelle il lui est impossible de se multiplier. [1] Nous pouvons prendre pour 

exemple la fièvre hémorragique Crimée Congo transmise par la morsure de la tique 

Hyalomma marginatum. Une température supérieure à 15°C et une humidité suffisante sont 

nécessaires au développement des nymphes. On constate ainsi une augmentation du nombre 

de cas en Turquie, Iran et Bulgarie, pendant les saisons où les conditions climatiques sont 

favorables à la reproduction des tiques. [6] De même, les cas de TBE sont en augmentation en 

Suède où l’association d’hivers plus doux et de printemps plus précoces favoriserait la 

reproduction de la tique vecteur du genre Ixodes. [6] Enfin, le risque d’épidémie 

d’encéphalites provoquées par le virus de l’encéphalite japonaise (JEV) est plus élevé dès que 

la température se situe au-delà de 25°C alors que le nombre de cas diminue fortement en deçà 

de 20°C. On peut donc affirmer que les conditions de température sont intimement corrélées à 

la densité des moustiques vecteurs. [6] 

Le changement climatique a aussi un impact sur l’épidémiologie des arbovirus. Il a 

permis à certains vecteurs, tels qu’Ae. albopictus ou moustique tigre, de conquérir de 

nouveaux territoires dans des régions tempérées. En effet, ce moustique originaire des zones 

tropicales et inter-tropicales d’Asie du Sud-Est s’est propagé à la surface du globe au cours 

des dernières décennies. Il a été détecté pour la première fois en Europe, en Albanie, en 1979 

puis s’est installé progressivement dans d’autres pays européens comme l’Italie en 1991 et la 

France en l’an 2000 (Figures 2 et 3). [7, 8] Le moustique tigre est alors capable d’assurer la 

transmission locale de certains arbovirus comme le DENV, le ZIKV ou le CHIKV au sein de 

ces nouvelles aires géographiques. Ce phénomène est entre autre lié à la capacité pour les 

œufs de ce moustique de rentrer dans un état de diapause de la saison automnale à la saison 

printanière, résistants ainsi à nos températures hivernales et reprenant un développement dès 

le retour de températures plus clémentes. Cette conquête de nouveaux territoires par le 

vecteur, conjuguée à l’intensification du tourisme international, a favorisé l’apparition de cas 

autochtones d’arboviroses habituellement limitées aux régions tropicales. Le retour en zone 

tempérée, en période de circulation d’Ae. albopictus, d’une personne infectée en zone 

d’endémie par l’un de ces virus a été à l’origine de cas de Chikungunya à Montpellier et de 

dengue en région Provence-Alpes-Côte d’Azur. [4] 
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L’influence de la conquête de nouveaux territoires par l’Homme et de la déforestation 

sur le nombre de cas d’infections par le JEV a également été démontrée. En effet, en Asie, la 

déforestation au profit du développement de rizières permet au vecteur de se multiplier et de 

se disséminer plus facilement en raison de l’augmentation du nombre de gîtes larvaires. [6] 

Le développement du commerce international a également un impact sur l’émergence 

des cas d’arboviroses. Par exemple, le transport de pneus usagés, qui constituent des gîtes 

larvaires lorsqu’ils sont remplis d’eau, a permis l’arrivée de nouveaux vecteurs sur des 

territoires non colonisés jusqu’à présent. [5] 

La situation géopolitique d’une région peut également avoir un impact sur la 

transmission des arbovirus. En effet, en cas de crise économique ou politique, les services 

publics fonctionnent de façon dégradée et les moyens pour la lutte anti-vectorielle ne sont pas 

forcément maintenus. Ainsi, ces contextes peuvent favoriser la multiplication des moustiques 

et donc l’émergence des arboviroses. [5] 

Enfin, la plasticité génétique des virus à ARN favorise également l’émergence ou la 

ré-émergence des arbovirus. Ainsi, le CHIKV était historiquement endémique en Afrique et 

en Asie du Sud-Ouest avec comme vecteur Ae. aegypti. En 2005, une épidémie inattendue de 

CHIKV s’est produite sur l’île de la Réunion. Une substitution sur le gène codant la 

glycoprotéine d’enveloppe E1 (A226V) a été mise en évidence sur la souche responsable de 

cette épidémie. Cette mutation a permis au virus d’infecter un nouveau vecteur, Ae. 

albopictus, lui permettant ainsi de conquérir des contrées inconnues jusque-là. [1] 
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Figure 2 : Répartition d’Ae. albopictus en Europe au 31 mars 2021. (Données de l’ECDC) 
 

 

Figure 3 : Répartition d’Ae. albopictus dans les départements métropolitains français. Carte du Ministère 
des solidarités et de la santé établie le 1er janvier 2022. 
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d. Modes de transmission des arboviroses  

1. Infection de l’arthropode hématophage 

La contamination de l’arthropode peut se produire de deux façons. Le principal mode 

d’infection du vecteur se fait lors d’un repas sanguin sur un hôte infecté. Le virus va alors se 

répliquer dans le tube digestif de l’insecte avant de gagner les glandes salivaires où il est 

présent à des titres infectieux très élevés après 7 à 14 jours. [9-12] Le virus peut aussi se 

transmettre de façon verticale, passant de la femelle arthropode infectée à ses œufs Des larves 

et des moustiques mâles peuvent ainsi être infectés par des arbovirus. Ceci permet le maintien 

du virus au sein des populations d’arthropodes, d’une saison estivale à une autre du fait du 

phénomène de diapause, malgré l’interruption de développement liée à la période hivernale. 

[4] 

2. Transmission à l’Homme 

Les arboviroses sont principalement des zoonoses, c'est-à-dire à réservoir animal. Le 

cycle naturel de transmission du virus se déroule entre son hôte animal et son vecteur 

arthropode (Figure 4). Il s’agit du cycle enzootique, ou sylvatique. L’Homme est alors un hôte 

accidentel contaminé par sa proximité avec le réservoir animal, qu’il soit sauvage (oiseaux, 

primates non humains…) ou domestique (porc principalement). Deux cas de figure 

apparaissent alors. Pour certains virus, il arrive que la virémie soit assez élevée chez l’Homme 

pour qu’un nouveau vecteur venant prendre son repas sanguin puisse se contaminer. La 

transmission à un autre être humain par le vecteur peut ensuite se faire sans nouvelle 

intervention du réservoir animal, déclenchant un cycle dit « urbain ». En revanche, si la 

virémie chez l’Homme est trop faible pour infecter un nouveau vecteur, le cycle de 

transmission n’est pas entretenu et l’Homme représente un cul de sac épidémiologique pour le 

virus (Figure 4). [1, 5] Ceci est le cas du virus WNV qui sera abordé un peu plus loin dans ce 

manuscrit. Enfin, le cycle de transmission de certains arbovirus, tels que le DENV, peut se 

faire sans l’intervention d’un réservoir animal autre que l’Homme. Les individus virémiques 

entretiennent, en milieu urbain, la circulation du virus en contaminant des moustiques 
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anthropophiles lors du repas sanguin, qui se chargeront ensuite de la transmission à d’autres 

individus. 

 

 

 

Figure 4 : Cycle de transmission des arbovirus. Traité de Virologie Médicale, 2e édition, 2019 

 

 

Si la transmission des arbovirus est principalement vectorielle, d’autres modes de 

transmission existent comme la transmission par transfusion de produits sanguins labiles ou le 

don d’organe, la transmission materno-fœtale (sang, sécrétion génitales, lait maternel) ou la 

transmission alimentaire décrite pour le TBEV via le lait non pasteurisé. Il a également été 

démontré une transmission sexuelle pour le ZIKV avec une excrétion dans le sperme pouvant 

persister plusieurs mois après l’infection aiguë. [5] 

e. Physiopathologie 

L’arthropode vecteur est un acteur crucial dans la transmission des arbovirus à 

l’Homme. Il permet au virus de se répliquer et assure, de ce fait, un rôle d’amplificateur de la 

charge virale avant inoculation à l’Homme. En effet, le virus, ingéré lors d’un repas sanguin 

sur un hôte infecté (Homme ou animal) décrivant une virémie suffisante, va se répliquer au 

niveau du tube digestif du vecteur puis se disséminer vers des sites de multiplication 

secondaires, dont les glandes salivaires. A l’occasion d’un nouveau repas sanguin, le virus est 

injecté par le vecteur simultanément à sa salive anticoagulante majoritairement dans le 

compartiment extravasculaire de l’épiderme et du derme d’un nouvel hôte. [4] La dose de 

virus inoculée par un moustique au cours de l’infection naturelle n’est pas précisément connue 
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mais est vraisemblablement comprise entre 103 et 105 PFU (Plaque-Forming Units) en 

fonction du virus et du vecteur. [13, 14] 

A la suite de la piqûre/morsure du vecteur, une réplication virale active peut être 

détectée au site d’inoculation dés le premier jour de l’infection. [15] Les cellules résidentes de 

la peau, kératinocytes de l’épiderme, fibroblastes et cellules dendritiques du derme, 

constituent les premières cellules infectées par le virus. [16, 17] Il est à noter que les protéines 

contenues dans la salive du moustique jouent un rôle important dans l’invasion virale en 

perturbant la réponse immunitaire innée et notamment les niveaux de production en cytokines 

pro-inflammatoires provoquant une immunosuppression locale facilitant la réplication et la 

dissémination du virus. [18, 19] Le virus va ensuite gagner les ganglions lymphatiques 

adjacents, soit sous la forme de particules virales libres, soit transporté par les cellules de 

Langerhans de l’épiderme ou les cellules dendritiques migratrices du derme. [13, 19-21] A ce 

niveau, les macrophages du plancher du sinus sous-cortical et de la médullaire capturent très 

efficacement les particules virales, servant de site d’amplification de la charge virale. [20] Les 

macrophages permettent également d’activer efficacement l’immunité innée et adaptative. Les 

virus produits sont ensuite véhiculés par la lymphe et évacués par le canal lymphatique 

efférent vers les vaisseaux sanguins provoquant une première phase virémique permettant au 

virus d’infecter les monocytes circulants, boucle d’amplification à l’origine d’une seconde 

virémie facilitant l’atteinte de différents organes cibles tels que le système nerveux central ou 

le tissu hépatique. Il est à noter que la virémie secondaire induite par la réplication virale au 

sein des monocytes est plus importante que la virémie primaire. Au total, le temps de 

détection du virus dans le sang est assez court, allant classiquement jusqu’à 5 à 7 jours après 

le début des signes cliniques. [5, 22] 

f. Manifestations cliniques 

Lors d’une infection par un arbovirus, l’incubation est généralement courte, de 1 à 12 

jours. La plupart des infections sont asymptomatiques, notamment la dengue qui l’est dans 

90% des cas. En revanche, plus rarement, certaines sont plus fréquemment symptomatiques 

qu’asymptomatiques telles que la fièvre jaune ou le chikungunya. Les manifestations 

cliniques liées aux arbovirus sont très hétérogènes et les arboviroses sont classiquement 

regroupées en 3 grands syndromes : celles responsables d’éruptions cutanées, associées ou 

non à des algies fébriles (myalgies, arthralgies), celles à l’origine d’infections neuro-invasives 

(méningites, méningo-encéphalites) ou enfin celles provoquant des fièvres hémorragiques. [5] 
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Les arboviroses représentent, dans le monde, un quart des décès liés à des causes 

infectieuses, la dengue représentant à elle seule la deuxième maladie tropicale dans le monde. 

[4] 

1. Les arbovirus responsables de syndromes cutanés algiques 

Le premier exemple est celui du virus de la dengue. Après une incubation de 3 à 14 

jours, la personne infectée peut présenter des nausées, des céphalées, de la fièvre, un rash 

cutané et des douleurs musculaires ou articulaires. Le second virus responsable d’éruptions 

cutanées est le CHIKV. Après une phase d’incubation courte de 3 à 10 jours, le tableau 

clinique regroupe une fièvre supérieure à 39°C accompagnée de céphalées, d’un érythème 

maculo-papuleux, d’une asthénie, parfois de douleurs abdominales, de diarrhées, d’arthralgie 

ou d’arthrites, et de douleurs musculaires. Les polyarthalgies au niveau des petites 

articulations sont quasiment constantes. Les arthrites sont un signe extrêmement fréquent au 

moment de la phase aiguë et disparaissent en quelques jours dans la plupart des cas. 

L’infection est généralement spontanément résolutive avec une phase de convalescence qui 

peut durer 3 semaines. Cependant, une atteinte chronique post-infection par le virus du 

Chikungunya a été décrite dans certains cas. Elle est caractérisée par des troubles 

polymorphes et, notamment, des polyarthralgies au-delà du 90e jour de la maladie. [5]  

2. Les arbovirus responsables de syndromes neuro-méningés 

Les arbovirus à tropisme neurologique appartiennent principalement aux familles des 

Flaviviridae, Togaviridae, Bunyaviridae et Phenuiviridae. [23] 

La majorité des infections par des arbovirus neurotropes demeurent asymptomatiques. 

Cependant, environ la moitié des patients symptomatiques développe un syndrome pseudo-

grippal qui va se compliquer d’une atteinte neuro-invasive. De plus, 50 à 70% des personnes 

ayant eu une atteinte neurologique en garderont des séquelles susceptibles de s’aggraver dans 

le temps. [23] 

WNV et ZIKV sont principalement responsables d’un syndrome pseudo-grippal. Les 

atteintes neurologiques n’apparaissent que dans 0,6% des cas et peuvent se manifester sous la 

forme de méningite, encéphalite, paralysie et troubles de la mémoire. De plus, l’infection par 
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ces virus peut présenter des complications neurologiques post-infectieuses immédiates, 

comme un syndrome de Guillain-Barré (ZIKV), ou tardives telles que des séquelles 

neurologiques qui s’aggravent dans le temps. [23] 

Le CHIKV, classiquement associé à un syndrome fébrile avec rash cutané et 

arthralgies, peut occasionnellement provoquer une atteinte neurologique. Les complications 

neurologiques sont représentées par des convulsions, un syndrome de Guillain-Barré, des 

atteintes des nerfs des paires crâniennes, des myélites, des cas d’encéphalopathies ou de 

méningo-encéphalites. [23] 

3. Les arbovirus responsables de fièvres hémorragiques 

Le virus de la fièvre hémorragique de Crimée-Congo appartient à l’ordre des 

Bunyavirales et au genre Orthonairovirus. L’infection provoque une fièvre importante 

accompagnée de douleurs et de troubles digestifs (nausées, vomissements) qui apparaissent 

dans les quatre jours suivant le début des symptômes. La maladie peut ensuite évoluer sous la 

forme d’hémorragies cutanéo-muqueuses et digestives qui conduisent au décès du patient 

dans 10 à 40% des cas.  

La dengue, dans ses formes sévères, est également à l’origine d’une fièvre 

hémorragique. [5] Après 3 à 7 jours, le tableau clinique initial de dengue bénigne, tel que 

décrit précédemment, peut évoluer vers une dengue sévère, qui va se manifester par des 

douleurs abdominales importantes, des vomissements persistants, des hémorragies sous-

cutanées et des muqueuses, ou des difficultés respiratoires. Sans traitement symptomatique, 

l’évolution de la dengue hémorragique peut être fatale du fait d’un choc hypovolémique 

résultant de la fuite plasmatique. [5, 24] 

II. Virus West Nile 

Le WNV a été utilisé comme modèle viral tout au long des expérimentations réalisées 

dans le cadre de ce travail. La présence en Camargue de cet agent pathogène, identifié depuis 

le début des années 1960, son caractère émergent en France, en Europe et sur tout le pourtour 

du bassin méditerranéen, ses propriétés neuro-invasives à l’origine de cas d’encéphalites, et le 

peu de connaissances des étapes initiales de l’infection, constituées par les interactions entre 

les cellules résidentes de la peau et le virus, ont constitué les raisons de ce choix. 
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a. Classification et structure 

Le WNV appartient à la famille des Flaviviridae qui comprend quatre genres : 

Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus et Pegivirus. [25] Le genre Flavivirus, auquel appartient le 

WNV, rassemble environ 70 espèces. [26] Ces espèces étaient initialement regroupées en 8 

sérogroupes : encéphalite à tique, Rio Bravo, JEV, Tyuleniy, Uganda S, Ntaya, DENV et 

Modoc. [27] Le WNV fait partie du sérogroupe du JEV. [26] En fonction de la séquence 

génétique codant les protéines d’enveloppe, l’espèce WNV est elle-même subdivisée en 

quatre lignages dont les principaux impliqués en pathologie humaine sont les lignages 1 et 2. 

[28, 29] Les souches appartenant au lignage 1 sont isolées en Afrique Centrale et du Nord, en 

Amérique Centrale et du Nord, en Australie (virus de Kunjin : souche de WNV avec une 

virulence naturellement atténuée, qui n’engendrait pas de cas d’encéphalite équine jusqu’à 

une épidémie en 2011 [30]), en Europe, en Inde, en Israël, en Colombie et en Argentine. Les 

espèces du lignage 2 sont enzootiques à Madagascar et, en Afrique Australe et Centrale. [31] 

Mais depuis les années 2000, nous assistons à une émergence de ce lignage en Europe. [32] 

 

Les particules virales sont de petite taille, environ 50 nm de diamètre, enveloppées, 

avec une capside de symétrie icosaédrique. [33] Le génome viral est constitué d’un ARN 

simple brin de polarité positive d’environ 11 kb. Cet ARN est composé d’un seul cadre ouvert 

de lecture codant trois protéines structurales, constitutives de la capside (protéine C) et de 

l’enveloppe (prM/M et E) virales, et sept protéines non structurales nécessaires aux étapes de 

traduction et de réplication du génome viral. NS1, dans sa forme intracellulaire, est 

indispensable à la réplication du virus. Dans sa forme extracellulaire, elle participe à 

l’échappement du virus à la réponse immunitaire de l’hôte. Les protéines NS2A, NS2B, 

NS4A et NS4B forment le complexe de réplication. La protéine NS3 assure les fonctions de 

protéase et d’hélicase. Enfin, NS5 est une ARN polymérase-ARN dépendante ainsi qu’une 

méthyltrasnférase. [33-35] Les régions non codantes (UTR pour UnTranslated Region) en 

positions 5’ et 3’ ont une importance majeure dans le cycle de réplication du virus. En effet, 

ces régions présentent des structures secondaires (tiges-boucles) très conservées qui 

permettent des interactions ARN-ARN, entrainant ainsi la circularisation de l’ARN viral et la 

réplication du génome. L’ARN génomique présente une coiffe dans la région 5’ UTR, à 

l’instar des ARNm cellulaires, qui le protège de l’action des 5’ exoribonucléases de la cellule 

hôte, permet l’initiation de la traduction et l’échappement à la réponse immunitaire innée 
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médiée par le récepteur cytosolique MDA5 (Melanoma-Differentiation-Associated gene 5) 

dont nous reparlerons un peu plus loin. [36] (Figure 5 et 6). 

 
 

 
 

Figure 5 : Structure d’un virion du genre Flavivirus (adapté de ViralZone 2016, Swiss Institute of 
Bioinformatics, http://viralzone.expasy.org) Le virus West Nile est un virus enveloppé comportant deux 
glycoprotéines d’enveloppe E et M intervenant dans l’attachement à la cellule cible. A l’intérieur de la particule 
virale, se trouve la protéine C constituant la capside qui renferme le génome viral formé par un brin d’ARN de 
polarité positive. 

 
 

 

 
Figure 6 : Schéma du génome du virus West Nile. Le virus West Nile est un virus à ARN simple brin de 
polarité positive. L’ARN comprend un seul cadre ouvert de lecture codant, en 5’, les trois protéines structurales 
(protéine de capside (C), protéines d’enveloppe (prM/M et E)), puis les sept protéines non structurales (NS1, 
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5). Le génome viral comporte une coiffe à l’extrémité de la région 5’ et 
également des structures secondaires très conservées en 5’ et 3’ UTR permettant des interactions ARN-ARN. 
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b. Epidémiologie 

Le virus du Nil Occidental, ou virus West Nile, a été isolé pour la première fois en 

1937 en Ouganda, dans le district West Nile, chez une femme présentant une fièvre 

inexpliquée. [37] Il a été ensuite retrouvé dans différentes régions d’Afrique (Egypte), du 

Moyen-Orient (Israël), d’Asie et d’Australie où il est désormais considéré comme endémique. 

[38] 

A partir des années 1990, l’épidémiologie de l’infection par leWNV change du fait 

l’émergence du virus en Europe de l’Est, émergence associée à une augmentation des 

complications neurologiques constatées lors de l’infection. En 1999, le WNV est introduit sur 

le continent nord-américain, à New-York d’abord, puis, en moins de dix ans, dans 48 états des 

Etats-Unis et dans certaines régions du Canada, du Mexique, des Caraïbes, jusqu’en 

Amérique du Sud. [38] 

Les premiers cas confirmés d’infection à WNV en France remontent à 1962. Depuis, 

quelques épizooties ont eu lieu sur le territoire français métropolitain pouvant parfois être à 

l’origine de cas humains. L’année 2018 a été particulièrement marquée par les cas d’infection 

à WNV en France, avec 25 cas rapportés, ainsi qu’en Europe, avec 2 083 infections décrites, 

soit davantage que l’ensemble des cas déclarés au cours des 7 années précédentes (1 832 cas 

de 2011 à 2017). [39] En 2019, 2 cas autochtones ont été rapportés dans le département du 

Var, dont une forme neuro-invasive. Il n’y a plus eu de cas humain décrit depuis cette date. 

[40-43] 

En 2020, selon les dernières données épidémiologiques connues, il y a eu 336 cas 

d’infections par le WNV rapportés par 8 pays européens. 94 % étaient autochtones ; 38% ont 

conduit au décès du patient. La majorité de ces cas a été rapportée par la Grèce et l’Espagne, 

respectivement 43% et 23%. [42] Depuis les années 2000, nous assistons à l’émergence du 

lignage 2 en Europe qui est maintenant majoritaire dans cette région du monde. [32, 44] 

Les cas humains apparaissent généralement dans les pays tempérés entre le milieu et la 

fin de l’été, concomitamment à la circulation des moustiques vecteurs. [45]  

Les infections à WNV sont majoritairement asymptomatiques (80%) ou se manifestent 

sous la forme d’un syndrome pseudo-grippal, la fièvre du Nil Occidental (20%). Après 2 à 14 

jours d’incubation, l’infection est caractérisée par l’apparition d’une fièvre accompagnée de 

myalgies, d’arthralgies, de céphalées, de troubles digestifs, d’une asthénie, d’une éruption 

cutanée et d’adénopathies. Cependant, il existe des formes graves de l’infection caractérisées 

par un tableau d’encéphalite, de méningite ou de paralysie flasque aiguë (0,6%). Les 
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personnes de plus de 50 ans et les immunodéprimés sont les plus susceptibles de développer 

une forme grave. [22, 38] 

  

Depuis 1999, l’introduction du virus dans les populations humaines et animales naïves 

du continent américain a entrainé une augmentation du nombre de cas et de la sévérité de 

l’infection. Entre 1999 et 2013, 17 000 cas de complications neurologiques (méningites ou 

encéphalites) ont été rapportés aux Etats-Unis, ainsi que 1600 décès. [35, 38] Le WNV 

constitue désormais la première cause d’encéphalite épidémique aux Etats-Unis. [46]  

c. Vecteurs et réservoirs 

Le WNV est transmis par les moustiques du genre Culex, notamment C. pipiens, C. 

quinquefasciatus et C. tarsalis. Dans la nature, le cycle se fait entre l’hôte aviaire, les oiseaux 

migrateurs constituant le réservoir du WNV, et le moustique vecteur. La femelle moustique 

hématophage se contamine en prélevant le sang d’un oiseau infecté pour se nourrir. Le virus 

se multiplie ensuite dans le tube digestif du moustique et migre jusqu’aux glandes salivaires 

de l’insecte. Lors des repas sanguins suivants, le moustique pourra ainsi transmettre le virus à 

un oiseau sain, via la salive contaminée (Figure 7). [35]  

La plupart des espèces aviaires peuvent être infectées par le virus mais toutes ne vont 

pas développer l’atteinte neurologique qui conduira ensuite à la mort de l’animal. Lors de 

l’émergence du virus sur le continent nord-américain, le WNV a entrainé des épizooties chez 

des oiseaux domestiques et des oiseaux sauvages en captivité (Canada, USA). En Europe, des 

cas d’atteinte neurologique chez des oiseaux sauvages ont également été rapportés. [31] 

Le maintien du virus dans la population de moustiques se fait aussi de façon verticale, 

par transmission de la femelle aux œufs (Figure 7). [35] 

Un moustique infecté peut également transmettre le virus à un hôte humain ou à un 

autre mammifère. Il s’agit alors d’hôtes accidentels représentant un cul-de-sac pour le virus. 

En effet, la virémie induite lors de l’infection chez les mammifères n’est pas suffisante pour 

réinfecter un moustique lors d’un repas sanguin ultérieur et renouveler le cycle (Figure 7). 

[35] 

Un des hôtes mammifères le plus sensible à l’infection par le virus est le cheval. 

L’incubation chez l’hôte équin est comprise entre 3 et 15 jours. La plupart des équidés 

infectés sont asymptomatiques mais ceux qui développent la maladie présentent une ataxie 

plus ou moins sévère, accompagnée de fièvre, de douleurs musculaires et d’une atteinte des 
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nerfs crâniens. L’infection est fatale dans un cas sur trois. [31] En France, les chevaux servent 

de sentinelles pour la mise en évidence de la circulation du virus. En effet, une surveillance 

saisonnière et régionale des équidés a été mise en place dans le sud de la France suite à 

l’épizootie de 2000. Elle est basée sur la déclaration obligatoire des encéphalites équines et 

sur la recherche du WNV chez les chevaux infectés. [47] 

Le virus peut également se transmettre d’Homme à Homme par contact direct avec des 

fluides ou des tissus contaminés. Un nombre réduit d’infections humaines se sont produites 

après transfusion sanguine, transplantation d’organe ou allaitement maternel (Figure 7). [38] 

Des cas d’infections acquises au laboratoire, lors de la manipulation du virus, ont 

également été décrits. En effet, le WNV est un agent biologique pathogène du groupe 3, c’est-

à-dire pouvant provoquer une maladie grave chez l'Homme et constituer un danger sérieux 

pour les travailleurs. Jusqu’en 2020, le WNV nécessitait une manipulation en laboratoire 

sécurisé de type NSB3 (Niveau de Sécurité Biologique 3). Ceci a été revu et il est maintenant 

possible de le manipuler en laboratoire sécurisé de type NSB2. [31, 38, 48, 49] 

 

 
 
 
Figure 7 : Cycle de transmission du virus West Nile. 
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d. Réplication du WNV 

Le cycle de réplication du WNV débute par la liaison du virus à son récepteur à la 

surface de la cellule cible grâce aux glycoprotéines de l’enveloppe. Le récepteur du WNV 

n’est pas précisément connu mais plusieurs candidats cellulaires tels que le DC-SIGN 

(Dendritic Cell-Specific ICAM-Grabbing Non-Integrin) et les protéines TIM (T-cell 

Immunoglobulin and Mucin domain) et TAM (TYRO3, AXL and the MER) ont été décrits 

comme impliqués dans l’attachement du virus à la surface cellulaire. [50, 51] Après 

internalisation du virus par endocytose médiée par le récepteur, vraisemblablement 

dépendante des puits tapissés de clathrine, l’enveloppe virale fusionne avec la membrane de 

l’endosome à pH acide libérant la nucléocapside dans le cytoplasme cellulaire. La 

décapsidation intervient alors, permettant la traduction et la réplication de l’ARN viral au 

niveau d’usines de réplication constituées par un réarrangement des membranes cellulaires, et 

plus particulièrement des membranes péri-nucléaires et du réticulum endoplasmique (RE). 

[33] La réplication du génome viral débute par la synthèse d’un ARN complémentaire de 

polarité négative, formant avec l’ARN génomique une forme réplicative double-brin. [36] Le 

brin d’ARN de polarité négative ainsi synthétisé sert à son tour de matrice à la synthèse 

simultanée de multiples brins d’ARN génomique de polarité positive, constituant des 

intermédiaires de réplication partiellement bicaténaires. Formes réplicatives et intermédiaires 

de réplication constituent les principaux motifs moléculaires viraux, ou PAMPs pour 

Pathogen associated Molecular Patterns, reconnus par les senseurs cellulaires puis à l’origine 

de la réponse immunitaire innée qui seront décrits un peu plus loin dans ce manuscrit. 

Assemblage et bourgeonnement des virions néosynthétisés se produisent ensuite au niveau du 

RE avant libération dans le milieu extracellulaire par exocytose (Figure 8). [52]  
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Figure 8 : Cycle de réplication du virus West Nile (adapté de Samuel, 2002). Le cycle de réplication du 
WNV débute par son attachement au récepteur cellulaire via ses glycoprotéines d’enveloppe. La particule virale 
pénètre alors dans la cellule par endocytose. La réplication virale est ensuite intra-cytoplasmique. L’ARN viral 
est soit directement traduit en protéines, soit sert de matrice à la fabrication des génomes des futurs virions. Lors 
de cette étape, il y a formation d’ARN double brin qui sont les éléments reconnus par les récepteurs 
intracellulaires qui permettent l’activation de la réponse immunitaire innée. Enfin, l’assemblage des particules 
virales se déroule au niveau du reticulum endoplasmique et les virions néoformés sont libérés par exocytose. 

 

Lors de l’infection, le WNV est inoculé dans le derme et l’épiderme de l’hôte par le 

moustique vecteur. La peau constitue donc le premier tissu infecté par le virus chez l’Homme. 

Cette peau joue alors un rôle ambivalent, à la fois porte d’entrée du virus et site initial de 

réplication, et premier rempart de défense de l’organisme contre l’infection. 
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III. La peau 

a. Architecture globale 

La peau est l’organe le plus important du corps humain, elle constitue environ 15 % du 

poids total du corps et a une surface d’environ 1,8 m². Elle possède une fonction « barrière » 

sur le plan physique, chimique, microbiologique et immunologique essentielle pour 

l’organisme humain. [53-55] Son rôle de barrière immunologique lui confère un rôle en 

première ligne dans la défense de l’organisme face aux agressions externes. Elle assure 

également d’autres fonctions telles qu’une protection contre les forces mécaniques, 

l’irradiation solaire, la pénétration de substances chimiques ou de pathogènes. [54] Elle 

permet la régulation de la température du corps humain. [56] Enfin, la peau participe au 

métabolisme global de l’organisme car elle est capable de synthétiser des hormones, des 

neurotransmetteurs, de la sérotonine, de l’histamine ou encore des vitamines. [57, 58] 

 Il s’agit d’un organe complexe composé de trois couches qui sont, de la plus profonde 

à la plus superficielle, l’hypoderme, le derme et l’épiderme (Figure 9). L’hypoderme est un 

tissu conjonctif richement vascularisé et innervé, constitué majoritairement par les adipocytes. 

Le derme est un tissu conjonctif composé de fibres de collagène, de fibronectine et de fibres 

élastiques. Ce compartiment hétérogène regroupe une grande diversité de cellules 

immunitaires, notamment des cellules dendritiques, des lymphocytes T CD4+ helper, des 

lymphocytes γδ, des lymphocytes Natural Killer (NK), des macrophages et des mastocytes, 

ainsi que des fibroblastes. Dans ce compartiment, se trouvent également les vaisseaux 

sanguins et lymphatiques de la peau et l’innervation cutanée. [59] Des structures annexes sont 

également présentes telles que les glandes sébacées, les glandes sudoripares et les follicules 

pileux (Figure 9). [53, 60] 

L’épiderme est un épithélium pluristratifié, pavimenteux, kératinisé, composé à plus 

de 90% par les kératinocytes. Il héberge également les mélanocytes, des cellules 

immunocompétentes (cellules de Langerhans, quelques lymphocytes T) et les cellules de 

Merkel. [59, 60] 

Il est non vascularisé mais innervé. Il se divise en quatre couches : la plus profonde est 

la couche basale où se trouvent les kératinocytes indifférenciés. Au fur et à mesure de leur 

maturation et de leur différenciation, les kératinocytes remontent à la surface jusqu’à se 
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transformer en cornéocytes, formant ainsi le stratum corneum. L’épiderme est renouvelé 

continuellement. Les kératinocytes assurent la cohésion de l’épiderme, ont une fonction de 

barrière entre le milieu extérieur et le milieu intérieur, et protègent contre les radiations 

lumineuses. [59] De très nombreux micro-organismes, essentiels à son fonctionnement, 

colonisent la couche la plus superficielle de l’épiderme constituant le microbiote cutané. [61, 

62]  

 

 

 
Figure 9 : Structure de la peau (Briant et al, 2014) : Schéma du tissu cutané où sont représentées les trois 
couches : l’hypoderme constitué majoritairement par les adipocytes, le derme où se trouvent les terminaisons 
vasculaires et nerveuses, et de nombreuses cellules intervenant dans la réponse immune, et à la surface, 
l’épiderme composé majoritairement de kératinocytes, de quelques mélanocytes et de rares cellules dendritiques 
résidentes, les cellules de Langheranset lymphocytes. 

b. Cellules de la peau permissives à l’infection par le WNV et les arbovirus 

Du fait de leur place stratégique dans la physiopathologie de l’infection, la 

permissivité des cellules résidentes de la peau à l’infection par des arbovrius a déjà fait l’objet 

d’investigations. Ainsi les kératinocytes de l’épiderme, les fibroblastes, les cellules 

endothéliales du derme, les cellules dendritiques et les mastocytes se sont révélés permissifs à 

l’infection par plusieurs espèces d’arbovirus. [50, 63-65]  

Les kératinocytes ont été identifiés à la fois in vitro, en culture primaire, et in vivo, sur 

des coupes histologiques réalisées chez l’Homme et la souris, comme permissifs à l’infection 

par le WNV. [16, 66] De même, la réplication du DENV a été mise en évidence in vitro sur 

culture de kératinocytes primaires. Les antigènes du virus ont été également détectés dans des 
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kératinocytes de la couche basale de l’épiderme au cours de l’infection d’explants cutanés. 

[67, 68] Cependant, les kératinocytes ne permettent pas la réplication de tous les arbovirus. En 

effet, il a été démontré que les kératinocytes primaires n’étaient pas permissifs à l’infection 

par le CHIKV, quel que soit le stade de différenciation de la cellule. [69] Des analyses 

histologiques de tissus cutanés de singe et de souris ont permis de mettre en évidence la 

présence d’antigènes du CHIKV au sein du derme, et non de l’épiderme. Ceci suggère 

l’implication des fibroblastes et des cellules endothéliales des capillaires du derme, plutôt que 

celle des kératinocytes, dans la réplication du CHIKV au niveau cutané. [16, 59, 66-68, 70] 

De même, il a été montré que les cibles principales du ZIKV au sein du tissu cutané étaient les 

fibroblastes du derme et les kératinocytes de l’épiderme. [59] 

L’ensemble de ces études a permis de confirmer que la peau était le site initial de la 

réplication des arbovirus, point initial et critique avant dissémination au sein de l’organisme 

de l’hôte. [50] En ce qui concerne le WNV, les kératinocytes font partie des premières 

cellules exposées au WNV. Ils peuvent supporter un haut niveau de réplication virale et sont 

considérés comme un réservoir précoce du virus lors de l’infection. [35] 

c. Réponse antivirale du kératinocyte 

Le rôle du kératinocyte comme cellule de première ligne de défense de l’organisme au 

niveau cutané, capable d’initier la réponse immunitaire innée, est désormais acquis. [50, 67, 

69] Les kératinocytes possèdent en ce sens tout un arsenal pour détecter et combattre 

l’infection quel qu’en soit l’agent infectieux à l’origine. 

Les kératinocytes disposent de récepteurs impliqués dans la détection des pathogènes, 

les PRRs (Pattern Recognition Receptors), tels que les récepteurs de type RLH (RIG-I-like 

Helicases), RIG-I (Retinoic acid Inducible Gene-I) et MDA-5 (Melanoma Differentiation 

Associated gene 5), les NOD-like récepteurs (NLRs), NOD1 et NOD2 (Nucleotide-binding 

Olegomerization Domain-like), les récepteurs aux lectines de type C (CLRs) et de nombreux 

récepteurs Toll-like (TLR) (TLR -1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -9 et -10), constituant des senseurs 

intracellulaires, intracytoplasmiques ou endosomaux, et extracellulaires (Figure 10).  

Ces PRRs permettent à la cellule de reconnaitre les signaux de danger tels que les 

Pathogene Associated Molecular Patterns (PAMPs), et aux dommages cellulaires, ou 

Damage Associated Molecular Patterns (DAMPs). Les PAMPs sont très nombreux, de 

natures variables (lipides, protéines, polysaccharides, acides nucléiques) et diffèrent selon le 

type de micro-organisme. Les DAMPs, aussi appelés alarmines, sont des molécules 
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endogènes, par exemple les peptides de la famille S100 ou HMGB1 pour high-mobility group 

box 1 (Figure 10) [71-73] .  

  

 

Figure 10 : Récepteurs et voies de signalisation impliqués dans la détection des flavivirus lors de 
l’infection des kératinocytes (Garcia et al, 2017). Reconnaissance des ARN viraux simple- et/ou double-brins 
par les récepteurs cytosoliques (MDA5 et RIG-I) et endosomaux (TLR-3 et -7), entraînant la synthèse de 
médiateurs inflammatoires impliqués dans la lutte contre l’infection virale. 

 

 

RIG-I et MDA-5, agissent comme protéines détectrices des ARN double-brins et/ou 

simple brins présents dans le cytoplasme. Les TLR-1, -2, -4 et -6 sont spécialisés dans la 

reconnaissance des motifs lipidiques comme le lipopolysaccharide (LPS) ou l’acide 

lipotéichoïque bactérien alors que les TLR-3, -7, -8 et -9 détectent les acides nucléiques 

viraux. [72, 74] Plus spécifiquement, TLR-3 et -7 reconnaissent les ARN exogènes bi- et 

monocaténaires présents au sein des endosomes. NOD1 et NOD2 se focalisent sur les 

fragments du peptidoglycane bactérien et peuvent agir en synergie avec les TLRs pour activer 

la production de cytokines pro-inflammatoires. [75, 76] Enfin, les polysaccharides des virus, 

bactéries et champignons sont identifiés par les CLRs (Figure 10). [74, 77]  
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L’implication des RLH et TLR dans la réponse antivirale au cours de l’infection par 

les arbovirus des tissus extra-cutanés chez l’Homme et du tissu cutané chez la souris est 

décrite. [75, 76] Il faut souligner ici le rôle joué par les protéines contenues dans la salive de 

moustique qui peuvent perturber la mise en place de la réponse immunitaire innée en 

diminuant la synthèse en médiateurs pro-inflammatoires ou en interférant avec leur 

fonctionnement. Ceci peut conduire à une immunosuppression ou un dérèglement de 

l’immunité locale ne restreignant pas la réplication du virus puis sa dissémination. [78-80] 

En réponse à la détection du virus, les kératinocytes produisent alors un large éventail 

de chimiokines et cytokines. 

Les chimiokines sont impliquées dans le recrutement des cellules immunitaires au site 

de l’infection et dans la coordination des réponses immunitaires innée et adaptative. Les 

kératinocytes produisent les chimiokines CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL8, 

CXCL9, CXCL10, CXCL11, CCL2, CCL17, CCL20, CCL22 ou encore CCL27. CXCL1, 

CXCL2, CXCL3, CXCL5 et CXCL8 sont chimioattractantes vis-à-vis des neutrophiles. 

CXCL9, CXCL10 et CXCL11 vont plutôt attirer les cellules Th1 tandis que les cellules Th2 

seront plus sensibles à CCL2, CCL17 et CCL22. CCL20 attire les lymphocytes T (LT) 

mémoires et les cellules de Langherans. Enfin, CCL27, chimiokine que l’on retrouve 

uniquement dans les kératinocytes, attire les LT. [54, 81, 82] Des récepteurs à certaines 

chimiokines comme CCR1, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR9, CXCR1, CXCR2, CXCR3, 

CXCR4 et CXCR5 sont également retrouvés au niveau des kératinocytes. Ces récepteurs sont 

capables de reconnaitre des cytokines sécrétées par d’autres cellules de la peau ou par des 

leucocytes. Leur activation peut conduire à une amplification de la réponse inflammatoire 

pouvant être responsable de pathologies cutanées. Par exemple, l’activation des récepteurs à 

l’IL-17 et à l’IL-22 peut conduire au développement du psoriasis. [74, 83]  

En complément, les kératinocytes sont capables de synthétiser de nombreuses 

cytokines comme l’IL-1, -6, -7, -10, -12, -15, -18, -23, -25, -33, le TNF- α (Tumor Necrosis 

Factor), la lymphopoïétine stromale thymique (TSLP) et les interférons (IFN) α, β, κ et λ, 

dont ils expriment parfois également les récepteurs. [74, 84-87] Ces cytokines ont de 

nombreuses fonctions dans la réponse inflammatoire et immunitaire. Après activation des 

PRRs, l’IL-1 est l’une des premières cytokines produites et entraine la synthèse d’IL-6, -8 et 

du TNF-α qui ont un rôle pro-inflammatoire majeur. L’IL-1 est capable d’entrainer 

l’activation des cellules dendritiques, des LT et la maturation des lymphocytes B (LB) tandis 

que l’IL-6 favorise la prolifération des kératinocytes. [74, 86, 88] A l’inverse, d’autres 

cytokines comme l’IL-10 ou l’IL-12 ont une action immunomodulatrice voire anti-
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inflammatoire. [86] Certaines cytokines influencent la production d’autres cytokines, par 

exemple l’IL-4 et l’IL-13. Ces deux cytokines favorisent la production d’IL-6 mais inhibent 

l’expression des PAMs. [54, 86] Enfin, les kératinocytes produisent plusieurs types 

d’interférons. Les IFNs, notamment de type I, sont impliqués dans la défense antivirale et 

antibactérienne. Lors d’une infection virale, les IFNs sont sécrétés par la cellule infectée et 

vont se fixer sur les IFNAR (Interferon α/β receptor) présents sur la cellule elle-même (effet 

autocrine) mais aussi et surtout les cellules voisines (effet paracrine) afin de les stimuler et 

d’induire un environnement antiviral au niveau du site de l’infection. Les IFNs induisent la 

maturation des cellules présentatrices d’antigène et l’activation des LT, LB et des cellules NK 

ainsi que la production de nombreuses molécules antivirales : les Interferon Stimulated Genes 

(ISGs). [89, 90] 

Les ISGs sont les acteurs importants de la réponse antivirale. Elles inhibent, de façon 

complémentaire et parfois redondante, les étapes intracellulaires du cycle viral. Les protéines 

IFIT (Interferon Induced proteins with Tetratricopeptide repeats) constituent, par exemple, 

une des principales familles d’ISGs et sont largement impliquées dans la réponse immunitaire 

innée anti-arbovirus. IFIT-1 interagit avec le facteur d'initiation de la traduction eIF3 

empêchant ainsi la traduction des ARNm des alphavirus comme le CHIKV tandis qu’IFIT-M 

inhibe les étapes précoces de l’infection par le DENV et le WNV, empêchant l’entrée du virus 

dans la cellule. Enfin deux autres ISGs jouent un rôle notable anti-arbovirus, la Ribonucléase 

L (RNase) qui clive l’ARN viral grâce à son activité endonucléasique et la vipérine, ou 

RSAD2 (Radical S-Adenosyl Methionine Domain Containing 2) qui bloque l’activité de la 

protéase NS3 du DENV empêchant la maturation de la polyprotéine virale. [91-95] 

Enfin, les kératinocytes produisent des peptides antimicrobiens doués de propriétés 

anti-infectieuses et immunomodulatrices. [88] 
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IV. Les peptides antimicrobiens du kératinocyte 

a. Introduction 

Les peptides antimicrobiens sont des petits peptides de 12 à 50 acides aminés classés 

selon de multiples critères intégrant leur origine, leur structure tridimensionnelle, l’existence 

de liaisons covalentes intramoléculaires, leurs propriétés physico-chimiques, leurs fonctions 

ou leurs cibles biologiques. [96, 97] Plus de 1300 PAMs ont été décrits chez un grand nombre 

d’espèces qu’elles soient animales, vertébrées ou invertébrées, ou végétales. Leur diversité 

structurale est grande, à l'origine de trois grandes familles de PAMs constituées des peptides 

linéaires formant des hélices-α, des peptides riches en cystéine décrivant des feuillets-β 

plissés, avec un ou plusieurs ponts disulfures, et des peptides non structurés contenant un 

pourcentage élevé d'un type spécifique d'acide aminé. [97] Les PAMs ont de multiples 

fonctions, tour à tour anti-tumorales, anti-oxydantes, insecticides, spermicides, cicatrisantes et 

d’inhibition enzymatique (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Ils ont, aussi et surtout, la 

capacité commune de directement tuer ou inhiber la croissance des micro-organismes. Leur 

nature majoritairement cationique et amphiphile leur confère en effet la capacité de 

perforer/perméabiliser la membrane/enveloppe d’un large spectre de micro-organismes, 

incluant les bactéries à coloration de Gram positive et négative, les champignons ainsi que les 

virus nus et enveloppés. Les activités antivirales des PAMs sont encore peu décrites même s’il 

s’agit d’un champ d’étude en plein développement. Vis-à-vis des virus, les PAMs sont 

capables de combiner une action extracellulaire, avec un effet antiviral direct en portant 

atteinte à l’intégrité de l’enveloppe virale, ou indirect, par saturation ou modulation de 

l’expression des récepteurs cellulaires, à une action intracellulaire, en agissant au niveau de la 

traduction, de la synthèse des ARN viraux ou de l’assemblage des particules virales (Figure 

11). L’activité virucide par altération de la particule virale a été démontrée pour plusieurs 

virus comme le virus de l’immunodéficience humaine (VIH), le virus respiratoire syncytial 

(VRS), le virus de la varicelle et du zona et le virus de la grippe A. [98-109] Concernant les 

étapes intracellulaires du cycle viral, la cathélicidine humaine LL-37 peut inhiber la 

réplication du VIH-1 par des interactions protéine-protéine avec la transcriptase inverse, la 

protéase et l’intégrase du virus. [106] De plus, plusieurs ribonucléases (RNases) de la famille 

de la RNase 7, autre peptide du kératinocyte, ont montré des activités antivirales, contre le 

VRS pour les RNases 2 et 3, ou le VIH-1 pour l’onconase, un peptide issu de la grenouille, 
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par lyse du génome viral encapsidé sans dégradation des ARN ribosomaux et messagers 

cellulaires. [102, 107, 109, 110] Enfin, en complément de leur activité antivirale directe, les 

PAMs ont également des propriétés immunomodulatrices qui participent à renforcer les 

défenses de l’hôte. Ils sont capables d’attirer au site de l’infection les cellules immunitaires 

par leurs propriétés chimiotactiques, d’induire leur prolifération et leur differentiation, et de 

stimuler la production de cytokines et chimiokines par les cellules infectées. [111-116] 

 

 

 

 

Figure 11 : Modes d’action de différentes défensines sur les virus (Wilson et al., 2013) 

 

 

Une vingtaine de PAMs ont été identifiés dans la peau humaine parmi lesquels les 

principaux sont la cathélicidine LL-37, les défensines (ß-défensines 1, 2, 3), la dermcidine, la 

RNase 7 et les protéines S100 (S100A-7, -8/9, -15). Certains PAMs sont synthétisés de façon 

constitutive au sein du tissu cutané (dermcidine, RNase7, S100A7), d’autres ont une 

expression induite par différents stimuli (LL-37, ß-défensines) tels que l’inflammation, la 

cicatrisation ou l’exposition aux UV. Différents types cellulaires cutanés : kératinocytes, 

sébocytes, monocytes-macrophages, lymphocytes T, mastocytes et cellules circulantes 

(polynucléaires neutrophiles, …) peuvent être à l’origine de la synthèse de PAMs bien que les 

kératinocytes en soient les principaux. [111, 117] 
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Ils ont en effet la capacité de synthétiser neuf PAMs : cathélicidine humaine LL-37, 

les β-défensines humaines de type 1 à 4, la psoriasine S100A7, la calprotectine S100A8/9, la 

koebnerisine S100A15 et la RNase 7. [116] La revue présentée dans le chapitre suivant 

résume les connaissances actuelles sur les propriétés antivirales et immunomodulatrices des 

peptides antimicrobiens des kératinocytes humains. 

 

b. Propriétés antivirales et immunomodulatrices 

Voir la revue intitulée « Antiviral and Immunomodulatory Properties of Antimicrobial 

Peptides Produced by Human Keratinocytes » 
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Keratinocytes, the main cells of the epidermis, are the first site of replication as well

as the first line of defense against many viruses such as arboviruses, enteroviruses,

herpes viruses, human papillomaviruses, or vaccinia virus. During viral replication,

these cells can sense virus associated molecular patterns leading to the initiation of

an innate immune response composed of pro-inflammatory cytokines, chemokines,

and antimicrobial peptides. Human keratinocytes produce and secrete at least nine

antimicrobial peptides: human cathelicidin LL-37, types 1–4 human β-defensins,

S100 peptides such as psoriasin (S100A7), calprotectin (S100A8/9) and koebnerisin

(S100A15), and RNase 7. These peptides can exert direct antiviral effects on the

viral particle or its replication cycle, and indirect antiviral activity, by modulating

the host immune response. The purpose of this review is to summarize current

knowledge of antiviral and immunomodulatory properties of human keratinocyte

antimicrobial peptides.

Keywords: keratinocyte, antimicrobial peptide, innate immunity, antiviral, immunomodulation

INTRODUCTION

As the largest organ of human body, skin is not only a physical barrier but represents also
the first line of defense against environmental pathogens including viruses (Robert and Kupper,
1999; Ganz, 2002). Skin is organized in three layers, which differ structurally and functionally:
epidermis, the most superficial, dermis and hypodermis, the deepest. The epidermis is mainly
composed of keratinocytes at different levels of differentiation, from the stratum basale made
of the youngest keratinocytes, still dividing, at the dermis interface to the keratin containing
desquamating corneocytes on the surface of the skin. Langerhans cells (LCs), a skin-specialized type
of dendritic cells (DCs) constantly probing for antigens, represent the main immune resident cell
in the epidermis (Kubo et al., 2009). T cells, mainly CD8+, can also be found in the deepest strata,
stratum basale, and stratum spinosum, of the epidermis (Nestle et al., 2009). Finally, melanocytes,
responsible for the pigmentation of the skin, constitute the last cell type of the epidermis (Nestle
et al., 2009). Then, the dermis is a more complex conjunctive tissue composed of several specialized
cells, such as DCs, CD4 + T helper (Th)1, Th2, and Th17 cells, γδ T cells, macrophages, mast cells,
and fibroblasts, which all together play a role in the immune skin barrier. Contrary to the epidermis,
the dermis is an innervated tissue where blood and lymphatic vessels contribute to cell trafficking
(Nestle et al., 2009). Finally, hypodermis is an adipose-tissue mainly composed of fat cells.
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Keratinocytes allow, in vivo and in vitro, replication of many
viruses such as alphaherpesviruses [types 1 and 2 herpes simplex
viruses (HSV), varicella-zoster virus (VZV)], arboviruses such as
Dengue (DENV), Zika (ZIKV), and West Nile viruses (WNV),
enteroviruses, human papillomaviruses (HPVs) and vaccinia
virus (VACV), amplifying the viral load and facilitating viral
spread to the liver, the fetus or the central nervous system
(Lim et al., 2011; Crack et al., 2012; Puiprom et al., 2013;
Sayers and Elliott, 2016; Gourru-Lesimple et al., 2017; Phyu
et al., 2017; Duangkhae et al., 2018). Keratinocytes also act as
immune cells that can initiate an innate immune response to
fight viral infection (Nestle et al., 2009). Indeed, they express a
wide range of Pattern-Recognition Receptors (PRRs) including
cell-surface (-1, -2, -4, -5, -6) or endosomal (-3, -7, -8, -9)
transmembranal Toll-Like Receptors (TLRs). They also possess
cytosolic sensors like Retinoic acid Inducible Gene I (RIG-I)-Like
Receptors (RLRs): Melanoderma Differentiation-Associated gene
5 (MDA5), Retinoic acid-Inducible gene (RIG-I) and Laboratory
of Genetics and Physiology 2 (LGP2), or cytosolic DNA receptor
cyclic GMP-AMP Synthase (cGAS) (Almine et al., 2017; Nestle
et al., 2009). All these PRRs sense Pathogen Associated Molecular
Patterns (PAMPs) that are, in case of viruses, nucleic acid and
structural or non-structural protein motifs conserved among
pathogens (Yong and Luo, 2018). For RNA viruses, such as
arboviruses and enteroviruses, the main PRRs involved in the
detection of the viral infection are TLRs 3 and 7, and RLRs RIG-I
and MDA5, detecting single-stranded viral genomes or double-
stranded replication intermediates in endosomes and cytoplasm,
respectively. Activation of these PRRs triggers signaling pathways
leading to production of interferons (IFNs), proinflammatory
chemokines, cytokines and antimicrobial peptides (AMPs) that
are key players of the innate immune response Kalali et al.,
2008; Nestle et al., 2009; Takeuchi and Akira, 2009; Welte et al.,
2009; Aguirre et al., 2012; Dalpke and Helm, 2012; Garcia et al.,
2017). Then, secreted pro-inflammatory mediators participate to
the recruitment of monocytes, macrophages, polymorphonuclear
neutrophils (PMNs), and DCs to the site of viral infection
(Schmid and Harris, 2014; Pingen et al., 2016; Sharif et al.,
2016). These cells are innate immune sentinels playing a crucial
role in activation of innate and adaptive antiviral immunities.
For example, once activated by a viral antigen, LCs and DCs
start migrating to the draining lymph node in order to prime
T-cells and induce an immune memory (Johnston et al., 1996,
2000; Kubo et al., 2009). Other skin cells can also contribute
to the initiation of the innate immune response. It has been
suggested that melanocytes were contributing to the phagocytosis
of viral pathogens, presenting antigens to competent immune
cells or producing cytokines and chemokines (Gasque and
Jaffar-Bandjee, 2015). Overall, these data highlight the crosstalk
between the different kinds of skin cells in order to create an
antiviral environment. Thus, in the same way as respiratory,
genital or digestive epithelia, the cutaneous epithelium is an
interface between the organism and the outside environment
exposed to many microorganisms, functioning as a physical
but also as an immunological barrier (Grice and Segre, 2011).
Antimicrobial defense is therefore essential in order to preserve
the "aseptic" of deep skin tissue. For this purpose, AMPs,

which are small peptides synthesized and secreted by skin
cells and glands, display antifungal, antibacterial and both
direct and indirect antiviral activities (Zasloff, 2002). Indeed,
they can directly inactivate viral particles or inhibit virus
replication (Wilson et al., 2013). AMPs can also exert an indirect
antiviral activity by modulating the host immune response.
They can induce the production of cytokines and chemokines,
demonstrating both proper pro-inflammatory activities and
potentiating the inflammatory response caused by the infection.
AMPsmay also exert a chemo-attractant activity on immune cells
at the site of infection contributing to viral clearance (De et al.,
2000; Koczulla and Bals, 2003; Tjabringa et al., 2006; Lai and
Gallo, 2009; Mookherjee et al., 2009).

The purpose of this review is to summarize current knowledge
about direct antiviral and immunomodulatory properties of
human keratinocyte antimicrobial peptides.

MAIN CHARACTERISTICS OF
ANTIMICROBIAL PEPTIDES PRODUCED
BY HUMAN KERATINOCYTES AND
EXPRESSION IN THE CONTEXT OF
VIRAL INFECTION

Antimicrobial peptides are small peptides, classically less than
100 amino-acids, with a large structural diversity (Lehrer
and Ganz, 1999; Lei et al., 2019). They can form α-helices,
cysteine-rich pleated β-sheets with one or more disulfide
bridges, or be relatively non-structured peptides containing
a high percentage of one specific type of amino-acid (Lehrer
and Ganz, 1999). Human keratinocytes are known to produce
and secrete at least nine AMPs: human cathelicidin LL-37,
types 1–4 human β-defensins, psoriasin (S100A7), calprotectin
(S100A8/9), koebnerisin (S100A15), and RNase 7 (Braff et al.,
2005; Lai and Gallo, 2009). Their expression can be constitutive
or inducible, displaying an increased expression in case of stimuli
such as infection or inflammation. In addition, incubation
of primary human keratinocytes with pro-inflammatory
cytokines can stimulate AMP synthesis (Guilloteau et al., 2010;
Firat et al., 2014).

Human Cathelicidin LL-37
LL-37 is the only known human cathelicidin, although peptides
of this large family have been isolated from numerous non-
human species. This amphipathic α-helical peptide is produced
by human keratinocytes during inflammatory disorders like
psoriasis, lupus erythematosus and contact dermatitis where its
concentration can reach 20 µg/mL (Frohm et al., 1997; Braff
et al., 2005; Currie et al., 2013). Its up-regulation has also
been described during HSV-2 and DENV infections of human
keratinocytes (Ogawa et al., 2013; López-González et al., 2018).
Moreover, LL-37 expression in combination with hBD-3 was also
increased in epidermal and dermal lesions of patients suffering
from Kaposi’s sarcoma caused by human herpes virus 8 (HHV-8)
in comparison to normal skin of healthy controls (Fathy et al.,
2012). Finally, the secretion of LL-37 was observed during the
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infection of the respiratory epithelium by human rhinovirus
(HRV) C, influenza virus A (IAV)/H1N1 and respiratory
syncytial virus (RSV) (Hansdottir et al., 2008; Boda et al., 2018).
In cell culture supernatant of infected nasal epithelium, LL-37
secretion ranged from 10 to 25 ng/mL. Interestingly, its secretion
was not detected following HRV-B and coronavirus (HCoV-)
OC43 infection potentially related to a different cell tropism of
these two viral species (Boda et al., 2018).

β-defensins
Defensins are small molecules between 24 and 42 amino-acids
characterized by a β-sheet structure with 3 disulfide bounds.
In human, defensins are divided into α-defensins, referred
to as human neutrophil peptides (hNPs), and β-defensins
(hBDs) expressed in myeloid and epithelial cells. There are
about 37 hBDs (Wilson et al., 1999; Holly et al., 2017). Four
(hBD-1 to -4) are detected in the epidermis. Many viruses
were shown to stimulate hBD expression and/or secretion
in epithelial cells, even though the antiviral activity of these
peptides was not always demonstrated (Frohm et al., 1997).
In human keratinocytes, VACV, DENV and HSV-2 infections
were shown to induce hBD-1, hBD-2, and -3, and hBD-4
expression, respectively (reviewed in Surasombatpattana et al.,
2011; Wilson et al., 2013). HPV infection also increased hBD-
1 to -3 expression in oral epithelial lesions from patients
with recurrent respiratory papillomatosis (Chong et al., 2006).
hBD production was then demonstrated in vulvovaginal biopsy
samples of condylomata acuminata as well as in human amniotic
epithelial cells infected with HPV (Erhart et al., 2011; Szukiewicz
et al., 2016). Interestingly, expression of hBD-2 was paradoxically
diminished in HPV-induced carcinomas potentially defining
a mechanism of virus escape to the host immune response
occurring during carcinogenesis (Hubert et al., 2007). Type 1
human immunodeficiency virus (HIV-1) infection also induced
expression of hBD-2 and -3, but not that of hBD-1, in human
oral epithelial cells (Quiñones-Mateu et al., 2003). In respiratory
epithelial cells infected in vitro, hBD-2 and hBD-3 production
is stimulated by the replication of several HRV serotypes from
HRV-B and -C species. In vivo, a doubling of the concentration
of hBD2, from 150 ng/mL to more than 300, was assessed at 48
h post-infection in nasal swabs of patients infected with HRV-
A16 (Proud et al., 2004). Similarly, IAV/H1N1 as well as RSV
infections induced a huge increase in hBD-2 secretion whereas
HCoV-OC43 did not (Kota et al., 2008; Boda et al., 2018). In
intestinal epithelial cells, enterovirus (EV) infection enhanced
the secretion of hBD-3 but not that of α- and other β-defensins
(Chen et al., 2018). In fresh peripheral blood mononuclear
cells, the other major source of hBD production in human,
only hBD-1 coding mRNAs were detected in non-stimulated
cells among the four known hBDs (Oppenheim et al., 2003).
Its expression could be then induced as early as 3 h post-
infection with IAV, Sendai virus or, in a much lesser extent,
HSV-1 (Ryan et al., 2011). Finally, hBD concentrations have
been demonstrated to be elevated after exposure to Hepatitis
B (HBV) and C (HCV) viruses as well as to Crimean-Congo
hemorrhagic fever virus (CCHFV) (Bai et al., 2015; Aksoy et al.,
2016; Mattar et al., 2016a). Concentrations of hBDs were shown

to be significantly higher in HCV-infected patient sera, ranging
from 900 to 21,120 ng/mL, compared to controls where they
were less than 60 ng/mL (Mattar et al., 2016a). In the same
way, serum hBD2 levels were significantly increased in patients
infected with CCHFV compared to healthy controls and were
three-times higher in patients with non-fatal evolution of the
disease than in patients with fatal disease (89,480 vs. 30,580
ng/mL) suggesting a protective role of the peptide during the
infection (Aksoy et al., 2016).

Peptides of the S100 Family
S100 family peptides are characterized by two calcium-
binding sites that can also chelate zinc and manganese. This
family regroups 25 molecules among those psoriasin S100A7,
calprotectin S100A8/9 and koebnerisin S100A15 are produced by
keratinocytes (Celis et al., 1990; Zhu et al., 2013). Constitutive
expression of psoriasin S100A7 is low in normal adult skin
ranging from 5 to 46 ng/cm2 regarding to the region of
the human body (Gläser et al., 2005). Its expression can be
enhanced in stimulated keratinocytes as seen in psoriasis (Gläser
et al., 2005). Conversely, high expression levels have been
detected in the fetal skin, suggesting a potentially protective
role in the innate immune system of the newborn (Yoshio
et al., 2003). Besides its antimicrobial activity, S100A7 is
associated with wound healing, neutrophil migration, Reactive
Oxygen Species (ROS) generation, antimicrobial peptide release
and cytokine/chemokine production (Niyonsaba et al., 2008;
Kozlyuk et al., 2019). S100A7 has further been reported to
be overexpressed in breast and bladder tumors, suggesting
that it may play a role in the regulation of cell growth,
survival and differentiation (Watson et al., 1998; Ostergaard
et al., 1999). Regarding viral infections, psoriasin expression
is induced in vulvovaginal and cervical HPV-associated lesions
(Erhart et al., 2011; Alvendal et al., 2019). Calprotectin S100A8/9
is a heterodimer composed of calgranuline A (S100A8 or
myeloid-related protein 8) and calgranuline B [S100A9 or
migration inhibitory factor-related protein 14 (MRP14)]. In
normal epidermis, S100A8 and S100A9 are both expressed at
low levels but, in inflammatory skin diseases such as psoriasis,
lichen planus and lupus erythematosus, or during wound healing,
their expression is highly induced (Gabrielsen et al., 1986;
Kunz et al., 1992; Thorey et al., 2001). Moreover, S100A8/9
expression has been identified as a general danger signature
of activated keratinocytes, as its expression can be induced
in response to a wide variety of skin stresses including tape
stripping, exposure to detergent, UV or cytokine stimulation
(IL-1α, IL-22) (Boniface et al., 2005; Ehrchen et al., 2009). This
overexpression prevents keratinocyte proliferation but triggers
cell differentiation (Ryckman et al., 2003; Voss et al., 2011).
Calprotectin expression has been also shown to be increased in
epithelial cells during viral infections by coronavirus and HPV
with antiviral properties against HPV type 16 (Reghunathan
et al., 2005; Tugizov et al., 2005). Finally, koebnerisin S100A15,
which has a sequence almost identical to that of psoriasin,
is overexpressed in psoriatic skin lesions and known for its
proinflammatory and chemotaxis properties (Wolf et al., 2011).
Infection with Escherichia coli also modulates its expression in
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keratinocytes through recognition of the pathogen by TLR4
(Büchau et al., 2007). To our knowledge, S100A15 expression in
the context of viral infection has so far never been studied.

RNase 7
While RNase 7 is usually considered as an AMP, it is actually
a larger protein of 14.5 kDa, composed of 128 amino acids
and belonging to the RNase A superfamily. RNase 7 exhibits
potent ribonuclease activity and its expression in the skin is
both constitutive and inducible in inflammatory and infectious
contexts (Harder and Schroder, 2002; Simanski et al., 2013;
Firat et al., 2014). In normal skin, RNase 7 concentration
varies according to the area of the body, from 0.17 ng/cm2,
in the palms of the hands, to 1.28 ng/cm2, in skin of
the legs (Rademacher et al., 2016). RNase 7 concentrations
are increased in patients with psoriatic, atopic dermatitis
and dermatophyte skin lesions (Becknell and Spencer, 2016).
In vitro studies have demonstrated that the treatment of
primary keratinocytes with proinflammatory cytokines such
as IL-17A, TNF-α, IL-1β, and IFN-γ or their infection with
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococccus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Corynebacterium amycolatum, Escherichia coli,
Enterococcus faecium or the dermatophyte Trichophyton rubrum
induced RNase 7 expression (reviewed in Becknell and Spencer,
2016; Rademacher et al., 2019). Keratinocyte infection with
DENV was also shown to induce RNase 7 gene expression
(Surasombatpattana et al., 2011).

The main characteristics of keratinocyte AMPs are
summarized in Table 1.

ANTIVIRAL ACTIVITIES OF
KERATINOCYTE AMPS

The antiviral activity of LL-37 has been reported against many
viruses, both naked and enveloped as reviewed previously
(Barlow et al., 2014; Ahmed et al., 2019a; Brice and Diamond,
2019). In particular, LL-37 was shown to inhibit viruses that
replicate in the skin such as HSV-1 and -2, VZV, HHV-8, DENV,
ZIKV, HPV16, or VACV (Howell et al., 2004; Buck et al., 2006;
Hazrati et al., 2006; Crack et al., 2012; Alagarasu et al., 2017;
Brice et al., 2018; He et al., 2018). Further antiviral activities were
identified against viruses responsible for enteric infections such as
Aichi virus A, respiratory diseases such as IAV, RSV and HRVs,
and ocular epithelium infections such as adenoviruses (Gordon
et al., 2005; Barlow et al., 2011; Uchio et al., 2013; Harcourt et al.,
2016; Schögler et al., 2016; Findlay et al., 2017; Sousa et al., 2017;
Vilas Boas et al., 2017). In vitro inhibition of HCV in hepatocyte-
derived carcinoma HuH-7 cells and HIV in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) including CD4 + T cells was also
described (Bergman et al., 2007; Matsumura et al., 2016). In vivo,
the murine analog of LL-37, mCRAMP, reduced disease severity
and IAV replication in the lung of infectedmice to a similar extent
as neuraminidase inhibitors (Barlow et al., 2011).

In the context of skin infections, antiviral properties of
hBDs have been demonstrated against HSV, VZV, and VACV,
similarly to LL-37, but also against EV-71 and Coxsackievirus

(CV) A16, the main etiological agents of hand, foot and mouth
disease (Hazrati et al., 2006; Howell et al., 2004; Crack et al.,
2012; Chen et al., 2018). hBD-3, and in a lesser extent hBD-
1, exerted anti-HSV-2 activities whereas hBD-2 did not but
diminished VZV replication in HaCat cells, a keratinocyte cell
line (Hazrati et al., 2006; Scudiero et al., 2010). Moreover, hBD-
3, but not hBD-2, significantly reduced the expression of the
VACV DNA-dependent RNA polymerase and the number of
viral plaques in African green monkey kidney cell line BS-C-
1 in a concentration-dependent manner from 5 µM (Howell
et al., 2007). Finally, addition of recombinant hBD-3 to colon
adenocarcinoma HT-29 cells inhibited EV-71, CV-A16, CV-B5,
and poliovirus 1 infection. However, enterovirus replication was
not impaired in genetically modified HT-29 cells overexpressing
hBD-3 intracellularly, suggesting extracellular antiviral activity of
the peptide (Chen et al., 2018). Regarding other viral species,
hBD-1 and, more markedly, hBD-2 neutralized infectivity of
the Phil82 strain of IAV (Doss et al., 2009). Antiviral activity
of hBD-2 was also shown against RSV and type 3 human
parainfluenza virus (HPIV-3) (Kota et al., 2008). Treatment of
human lung epithelial A549 cells with 4 µg/mL hBD-2 reduced
RSV andHPIV-3 viral titers by more than 100-fold whereas hBD-
1 treatment had no effect against these two respiratory viruses
(Kota et al., 2008). In addition, hBD-1 to -3 have been shown
to render less infectious HIV-1 virion particles. Interestingly, this
effect was higher when combining hBD-2 and hBD-3 than that of
the peptides added separately (Quiñones-Mateu et al., 2003; Sun
et al., 2005). Finally, hBD-1 to -4, used at 10, 20, and 50 µg/mL,
diminished HCV gene expression and cytotoxicity associated
with infection in PBMCs and HuH7.5 liver cell line (Mattar
et al., 2016b). Conversely, other studies aimed at describing hBD
antiviral properties found little or no activity. For example, hBD-
1 and hBD-2 peptides had no effect on HPV16 infection of
the cervical cancer cell line HeLa (Buck et al., 2006). However,
polymorphisms in the gene DEFB1, encoding hBD-1, has been
associated with higher susceptibility to HPV infection suggesting
nevertheless a role for this peptide in the antiviral response.
In the same way, BK and JC viruses were not or modestly
inhibited by hBD-1 and hBD-2 while hBD-2 was found to
be ineffective against HRVs (Dugan et al., 2008). Overall, the
antiviral properties of hBDs are sometimes restricted to a given
viral species suggesting a specific mechanism of action depending
on the structure of the viral particle or its replication cycle.
Finally, their ability to inhibit viral infection generally appears to
be lower than that of LL-37 or other defensins.

To our knowledge, antiviral activity of psoriasin S100A7,
calprotectin S100A8/9, and koebnerisin S100A15 has so far never
been studied despite induction of their expression during many
viral infections as described above. Similarly, RNase 7, despite
its abundance in the skin, induction of its expression in an
inflammatory or infectious context, and its high antimicrobial
activity demonstrated in vitro against a broad spectrum of
microorganisms such as Gram-positive and Gram-negative
bacteria like Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium, Mycobacterium vaccae, the yeast Candida
albicans and Pichia pastoris, and the dermatophyte Trichophyton
rubrum, has so far poorly been tested against viruses (Pulido
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TABLE 1 | Main characteristics of the antimicrobial peptides synthesized by the keratinocyte.

AMP Producing cells Structure Properties References

LL-37 Keratinocytes, monocytes,

mast cell granules, PMNs,

natural killer (NK) cells,

sweat glands

N-terminus signal peptide,

cathelin domain, and

C-terminus peptide

Antimicrobial, chemotaxis,

cytokine/chemokine

production, cell

migration/proliferation

Frohm et al., 1997;

Sørensen et al., 2001;

Murakami et al., 2002; Di

Nardo et al., 2003; Braff

et al., 2005)

hBD1 Keratinocytes, monocytes,

macrophages, DCs,

sebaceous glands, canals

of the sudoriparous glands

3 antiparallel beta sheets

structure, and 3 disulfide

bonds

Antimicrobial, chemotaxis,

cytokine/chemokine

production, wound healing,

proinflammatory

mediators/suppressors

Fulton et al., 1997; Ali et al.,

2001; Semple and Dorin,

2012; Pace et al., 2017

hBD2 Keratinocytes, monocytes,

macrophages, DCs

hBD3 Keratinocytes

hBD4 Keratinocytes

S100A7 Keratinocytes 1 monomer consists of 5

helices each and carries

only 1 calcium-binding

EF-hand

Antimicrobial, chemotaxis,

cytokine/chemokine

production, wound healing,

neutrophil migration,

epithelial tumor progression

marker

Gläser et al., 2005; Wolf

et al., 2011

S100A8/9 Keratinocytes,

macrophages, PMNs

Antimicrobial, chemotaxis,

cytokine/chemokine

production, antitumoral,

antinociceptive

Ryckman et al., 2003

S100A15 Basal keratinocytes,

melanocytes, DCs, LCs,

sebocytes, smooth

muscles and endothelial

cells of the dermis

Antimicrobial, chemotaxis,

cytokine/chemokine

production, wound healing,

neutrophil migration,

epithelial tumor progression

marker

Wolf et al., 2011; Hattinger

et al., 2013

RNase 7 Keratinocytes Hydrophobic signal

peptide, mature peptide

(12–16 kDa) with 3–4

disulfide bounds

Antimicrobial,

immunomodulation

Becknell and Spencer,

2016; Rademacher et al.,

2016

AMP, Antimicrobial peptide; PMNs, polymorphonuclear neutrophils; DCs, dendritic cells; LCs, Langerhans cells.

et al., 2013; Rademacher et al., 2016). Recently, it was reported
that RNase 7 failed to reduce HSV-1 infection in keratinocytes
(Kopfnagel et al., 2020).

DIRECT ANTIVIRAL EFFECTS OF
KERATINOCYTE AMPS

AMPs can inhibit viral infection by targeting the steps preceding
the entry of the virus into the cell but also intracellular stages
of viral replication (Ahmed et al., 2019a). Before virus entry,
they can directly alter viral particles by creating pores within the
viral envelope thanks to their cationic and amphiphilic nature
(Hsieh and Hartshorn, 2016). Electron microscopy observation
of VACV and RSV, respectively exposed to LL-37 and hBD-
2, thus showed a disruption of the viral envelope (Watson
et al., 1998; Howell et al., 2004; Niyonsaba et al., 2005; Kota
et al., 2008). LL-37-related inhibition of HHV-8 internalization
in oral epithelial cells (OECs) relied on the same mechanism.
The authors showed that LL-37 did not alter OECs, but, instead,
the virions by disrupting the viral envelope then preventing viral
entry into epithelial cells. This was observed from concentration

of 10 µg/mL compatible with concentrations measured during
inflammation in epithelial tissue reaching up to 20µg/mL (Currie
et al., 2013; Brice et al., 2018). Pre-incubation of ZIKV, IAV,
VACV, and HCV with LL-37, or one of its analog, resulted in a
significant decrease in the number of active virions suggesting,
here again, an alteration of the viral particle (Ehrchen et al.,
2009; Dean et al., 2010; Tripathi et al., 2013; Becknell and
Spencer, 2016; Matsumura et al., 2016; Ulaeto et al., 2016; He
et al., 2018). Similarly, hBDs, namely hBD-2, incubated with HIV,
HPIV, and RSV also decreased virion infectivity, likely because of
permeabilization of the viral envelope lipid bilayer since electron
microscopy showed direct binding of hBDs to viral particles
(Quiñones-Mateu et al., 2003; Kota et al., 2008). This detergent-
like role is reported as the main AMP antiviral mechanism of
action. However, direct interaction with AMPs can also cause
viral particles extracellular aggregation blocking virus entry and
leading to an increase of virus uptake by phagocytes. Treatment
with LL-37 caused clumping of Venezuelan equine encephalitis
virus (VEEV), thereby preventing cell infection (Ahmed et al.,
2019b; Lai et al., 2011). Finally, the pre-fusion antiviral activity
of AMPs can be linked to an inhibition of virus attachment to
its receptor at the cell surface. LL-37 bound DENV-2 envelope
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protein acting as an entry inhibitor (Voss et al., 2011; Alagarasu
et al., 2017). LL-37 also prevented HSV-1 infection in corneal
epithelial cells by blocking viral-cell attachment (Sunahori et al.,
2006; Lee et al., 2014). hBD-3 interacted with either the HSV
receptor at the target cell surface or the HSV glycoprotein on the
viral envelope, thereby eliciting a stronger inhibition of viral entry
(Hazrati et al., 2006; Niyonsaba et al., 2008).

In addition to these antiviral properties based on the
inhibition of the virus entry into the target cell, AMPs can
interfere with intracellular steps of viral replication (Hazrati et al.,
2006; Niyonsaba et al., 2008; Wilson et al., 2013). Indeed, several
studies reported that AMPs added after the virus entry could
lead to virus gene expression or genome replication inhibition
(Howell et al., 2006; Crack et al., 2012; Currie et al., 2013; Sousa
et al., 2017). Moreover, the hypothesis of intracellular antiviral
activity of AMPs is supported by the fact that recombinant
peptides added to the cell culture medium can be internalized by
the epithelial cells (Lau et al., 2005). Unfortunately, most of the
time, the exact mechanism of the post-fusion antiviral activity
of AMPs is not clearly defined. An elegant study nonetheless
described the anti-HIV-1 intracellular activity of LL-37 that
occurs through direct protein-protein interactions with reverse
transcriptase and, in a lesser extent, protease (Wong et al., 2011).
In contrast, the LL-37 did not have the ability to prevent the
translocation of HIV-1 integrase from the cytoplasm into the
nucleus, which is its site of action. Furthermore, inhibition of
early HIV-1 transcription by hBD-2 has also been reported
(Klotman and Chang, 2006; Yong and Luo, 2018). Overall, the
direct mechanisms by which AMPs inhibit virus infection remain
little known, particularly regarding the intracellular steps of
replication. The immunomodulatory functions of AMPs were,
however, better studied, although much progress remains to be
made in the context of viral infection.

INDIRECT ANTIVIRAL ACTIVITIES
THROUGH MODULATION OF THE HOST
CELL IMMUNE RESPONSE

Induction of Cytokine and Chemokine
Expression by Keratinocyte AMPs
The expression of antimicrobial peptides synthesized by
the keratinocyte is increased or induced in context of
inflammation and/or infection. In turn, these peptides
can stimulate the expression of cytokines and chemokines
because of their own pro-inflammatory properties or
by their capacity to potentiate an already in progress
inflammatory response.

Intrinsic Pro-inflammatory Properties of AMPs

AMPs are known to have intrinsic pro-inflammatory properties
through induction of various inflammatory mediator production
by resident skin cells, such as keratinocytes, and cutaneous
immune cells such as PBMCs and PMNs. AMPs act by
binding cellular receptors leading to signaling pathway activation
and up-regulation of cytokine or chemokine expression.

CC Chemokine Receptor 6 (CCR6), TLR4, and G Protein-
Coupled Receptor (GPCR) are the three receptors identified
so far with which AMPs interact to induce the cellular
inflammatory response.

CCR6 is a seven-transmembrane domain G-protein-coupled
receptor with only one known chemokine ligand, CCL-20,
which was involved in DC, memory T cell and selected
B cell subtype chemotaxis (Lee and Körner, 2017). hDB-3
binding to CCR6 upregulated IL-37 expression and release by
human keratinocytes through caspase-1 and -4, mothers against
decapentaplegic homolog 3 (SMAD3), mitogen activated protein
kinase (MAPK) and nuclear factor-kappa B (NF-κB) pathway
activation (Smithrithee et al., 2015).

TLR4 normally senses bacterial peptidoglycan and
lipopeptides as well as viral envelop glycoproteins. Its interaction
with S100A8 and S100A9 homodimers induced IL-1β, IL-6,
INF-γ, and TNF-α secretion in human PBMCs. Interestingly,
S100A8/S100A9 heterodimer binding to TLR4 failed to induce
this secretion (Chen et al., 2015). Furthermore, treatment with
the recombinant S100A8-GST peptide stimulated macrophages,
again through TLR4 activation, increasing TNF-α, CCL-2, IL-1β,
IL-6, IL-12, IL-22, IL-23, and IL-24 mRNA expression and
contributing to their migration (Figure 1; Inoue et al., 2018).

G protein-coupled receptor (GPCR) and phospholipase C
(PLC) signaling pathway are involved in hBD-2, -3, and -4-
mediated induction of IL-6, IL-10, IFN-γ, CXL-10, CCL-2, and
CCL-5 expression and secretion in human primary keratinocytes
playing a role in their migration and proliferation (Figure 1;
Niyonsaba et al., 2007).

Other signaling pathways have been described activated by
the PAMPs expressed by keratinocytes even if the receptor
involved has not always been identified. Niyonsaba et al. (2005)
demonstrated that IL-18 mRNA expression and IL-18 secretion
were induced by stimulation of keratinocytes with hBD-2, -3, -
4, but not -1, and LL-37 through the phosphorylation of p38
and ERK1/2. Moreover, the involvement of p38 and ERK1/2
was also described in IL-6, CXCL-8, CCL-3, CCL-20, TNF-α,
and ROS production a dose- and time-dependent manner after
human PMN treatment with S100A7 (Zheng et al., 2008). Similar
results were obtained by addition of S100A7 to keratinocytes
that increased production of CXCL-8, CXCL-10, and CCL20
(Niyonsaba et al., 2008). hBD-2 and, in a lesser extent, hBD-1
and hBD-3 were shown to induce expression and secretion of
IL-6, IL-10, and CXCL-8 in PBMCs in a dose-dependent manner
(Boniotto et al., 2006). hBD-3 can also stimulate the expression of
IL-1α, IL-6, CXCL-8, and CCL-18 in differentiated macrophages
as well as CXCL-1, CCL-2, CCL-22, MIP-1α, IL-1β, and VEGF in
monocytes (Jin et al., 2010; Petrov et al., 2013). hBD-2 also causes
pro-inflammatory cytokine secretion by lymphocytes through
activation of JNK, MERK/ERK and PI3K/Akt pathways (Kanda
et al., 2011). Concerning RNase 7, its ability to induce IFN-
α and IFN-stimulated gene expression in human plasmacytoid
DCs and PBMCs has been reported (Kopfnagel et al., 2018).
Finally, TNF-α, IL-1β, IL-6, and CXCL-8 production observed in
S100A8/A9-stimulated monocytes involved both p38 MAPK and
NF-κB signaling pathway activation in an independent manner
(Figure 1; Sunahori et al., 2006).
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FIGURE 1 | Schematic representation of the known mechanisms involved in the intrinsic proinflammatory properties of LL-37, human β-defensins (hBDs), and

peptides from the S100 family. CC Chemokine Receptor 6 (CCR6), Toll-like receptor (TLR)4, and G Protein-Coupled Receptor (GPCR) are the three main receptors

identified for antimicrobial peptides (AMPs) at the cell surface. AMPs exert direct proinflammatory effects downstream receptor binding through activation of several

signaling pathways involving p38 mitogen-activated protein kinases (MAPK), extracellular signal-regulated kinases (ERK), nuclear factor-kappa B (NF-κB), and

phospholipase C (PLC) leading to cytokine and chemokine production. Some pro-inflammatory effects have also been described involving p38 and ERK signaling

pathways without identification of the receptor involved. AMPs can finally modulate pathogen associated molecular patterns (PAMPs) inflammatory response as seen

with poly(I:C). When co-administrated with poly(I:C), hBD3 lead to an increase in IFNβ production by reducing the poly(I:C) uptake in endosome and thus increasing

signaling through MDA5. LL-37 and poly(I:C) form a complex that can enhance or decrease TLR3 signaling.

Modulation of Inflammatory Response by AMPs

Besides leading to cytokine and chemokine expression and
secretion, AMPs can also contribute to enhance or inhibit
inflammatory response induced by PAMPs.

Polyinosinic:polycytidylic acid [poly (I:C)] is a synthetic
analog of double stranded RNA, mimicking a molecular pattern
associated with viral replication known to activate TLR3, RIG-
I, and MDA5. LL-37 was shown to increase IFNβ-1 mRNA
expression induced by poly (I:C) stimulation in human epidermal
keratinocytes leading to an enhanced antiviral activity against
HSV-1 (Takiguchi et al., 2014; Sato et al., 2018). Lai et al.
(2011) demonstrated that this LL-37-dependent enhancement
of the inflammatory response required TLR3. Indeed, LL-
37 forms, with poly (I:C), a complex that enhances TLR3
signaling pathway (Singh et al., 2013). In contrast, the innate
immune response induced by poly (I:C) in macrophages was

inhibited by high concentrations of LL-37 (5 µM) resulting in
a decreased TNF-α and nitrite production as well as IL-1β and
IL-6 mRNA expression (Hasan et al., 2011). This apparently
paradoxical effect could be due to the capacity of LL-37 to inhibit
phosphorylation of Iκb, MAPKs p38, and JNK induced by poly
(I:C) in macrophages (Hasan et al., 2011). Thus, the LL-37-poly
(I:C) complex could either prevent TLR3 activation or potentiate
TLR3-dependant signaling (Singh et al., 2013).

Modulation of the innate immune response to TLR agonists
was also demonstrated with hBD-3. Semple et al. (2015) observed
an increased production of IFN-β, TNF-α, CXCL-8, and IL-6 in
monocytes and PBMCs stimulated with poly (I:C) in presence of
hBD-3. Higher levels of IFN-β and TNF-α were also observed in
transgenic mice expressing hBD-3 and stimulated with poly (I:C)
as compared to control mice (Semple et al., 2015). In contrast to
LL-37, hBD-3 doesn’t form a complex with poly (I:C) tomodulate

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org 7 June 2020 | Volume 11 | Article 1155



Chessa et al. Keratinocyte Antimicrobial Peptides

its effects since the two molecules do not co-localize. However,
hBD-3 altered poly (I:C) localization within the cell cytoplasm
since, in the presence of HBD-3, less poly (I:C) localized to
the early endosome. The authors demonstrated that hBD-3
suppressed the poly (I:C)-induced TLR3 response mediated by
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β (TRIF),
while exacerbating the cytoplasmic response through MDA5 and
MAVS (Vazquez and Horner, 2015).

In other hand, TLR9-mediated DNA sensing was strongly
enhanced in presence of RNase 7 leading to secretion of
antiviral level of IFN-α by human plasmacytoid DCs (Kopfnagel
et al., 2018). Among the known immunomodulatory activities
of RNase 7 (reviewed in Rademacher et al., 2019), it was
shown that RNase 7 can contribute to antiviral immune
response of human keratinocytes through promotion of self-
DNA sensing (Kopfnagel et al., 2020). Indeed, pretreatment
with both RNase 7 and DNA reduced HSV-1 replication in
keratinocyte, a phenomenon mediated by induction of IFN-β
production (Kopfnagel et al., 2020).

AMPs are also able to modulate inflammatory response
induced by viral infection. The addition of LL-37 to HRV-
infected human bronchial epithelial cells enhanced IL-6 and
CCL-2 production (Lai et al., 2011). It also increased the
expression of type I IFN during VEEV infection (Lai et al.,
2011; Ahmed et al., 2019b). However, paradoxical pro- and
anti-inflammatory properties of LL-37 were also observed in
the context of viral infection (Tripathi et al., 2014). In one
hand, CXCL-8 production induced by PMN infection with
IAV was reduced in cell supernatant in presence of LL-37,
while on the other, LL-37 enhanced PMN extracellular traps
(NETs) formation and stimulated respiratory oxidative bursts
in IAV-infected PMN (Tripathi et al., 2014). It is interesting
to note that the anti-IAV mechanism of LL-37 through PMN
activation was different from that reported for hNPs and hBD-
2, which promoted virus aggregation and then phagocyte uptake
by PMNs (Tecle et al., 2007). hBD-2 had also the ability to
stimulate antiviral immunity both in vitro and in vivo (Kim et al.,
2018). When conjugated with the receptor-binding domain of
Middle East respiratory syndrome-coronavirus spike protein (S-
RBD), it significantly increased the expression levels of IFNs,
IFN-stimulated genes and chemokines capable of recruiting
leukocytes including macrophages, T cells, and DCs at the site of
infection. In vivo, immunization of mice with hBD-2-conjugated
S-RBD enhanced the immunogenicity of the S-RBD and elicited
a higher S-RBD-specific neutralizing antibody response than
S-RBD alone. Finally, hBD-4 may also enhance antiviral host
protection. Administration of recombinant murine hBD-4 into
animals immediately prior to IAV infection resulted in a
significant increase of IFN-γ concentration in bronchoalveolar
lavage (LeMessurier et al., 2016).

Chemotaxis and Immune Cell Activation
In addition to cytokine and chemokine production modulation,
keratinocyte AMPs can also modify the innate immune cell
profile at the site of infection and inflammatory response. They
can modulate the cellular composition of the inflammatory

infiltrate but also the state of maturation and activation of the
infiltrating cells.

Chemotactic Properties of Keratinocyte AMPs

AMPs can attract immune cells at the site of infection promoting
an inflammatory context favorable to pathogen eradication. LL-
37, hBD-2, -3, and -4 chemotactic activity has been observed
on PMNs, T cells and monocytes (Figure 2; De et al., 2000;
García et al., 2001; Röhrl et al., 2010). For hBDs, the mechanism
was mediated through binding to the chemokine receptor
CCR2 attracting CCR2-expressing inflammatory cells such as
monocytes/macrophages, DCs, and PMNs to the sites of infection
while LL-37 chemotactic activity was mediated by the G protein-
coupled formyl peptide receptor-like 1 (FRPL-1) (De et al., 2000;
Jia et al., 2008; Lin et al., 2008; Röhrl et al., 2010). In vivo,
injection of hBD-2 in mice peritoneal cavity induced macrophage
migration, a mechanism shown to be independent of the CCR6
receptor (Soruri et al., 2007). Other studies demonstrated an
AMP-related chemotaxis on mast cells (Niyonsaba et al., 2002;
Soruri et al., 2007).While hBD-2,-and LL-37 were shown to act as
a specific mast cell chemotaxin through activation of G-protein-
PLC-sensitive signaling pathway (Figure 2; Chen et al., 2007;
Soruri et al., 2007), hBD3 and -4 were involved in mast-
cell chemotaxis through MAPK pathway activation (ERK, JNK,
and p38 phosphorylation) (Soruri et al., 2007). Finally, hBD-2-
induced chemoattraction was also observed with immature DCs
and memory T cells through CCR6 binding, while hBD-3, after
CCR7 binding, promoted migration and lymph node localization
of treated LC-DCs (Figure 2; Yang et al., 1999). Otherwise,
S100 peptides may also display chemotactic activity. S100A7 was
shown as a potent and selective chemotactic protein for CD4 + T
lymphocytes and PMNs but had no effect on monocytes (Jinquan
et al., 1996). Chemotactic effect of the S100A8/A9 heterodimer
was observed with macrophages and PMNs (Figure 2; Ryckman
et al., 2003; Hiratsuka et al., 2008; Chen et al., 2015). Taken
together, these data suggest that AMPs can favor the migration of
immune cells crucial for mounting successful immune responses
against viruses.

Immune Cell Activation by Keratinocyte AMPs

In addition to chemotaxis, keratinocyte AMPs can cause
maturation and activation of innate immune cells. LL-37
enhanced CD86, CD83, and CCR7 expression on the surface of
murine LCs indicating cell maturation (Figure 2; Ogawa et al.,
2013). Moreover, incubation with hBD-3 resulted in monocyte
and myeloid DCs maturation revealed by CD80, CD86, and
CD40 upregulation (Figure 2). This was not observed with
plasmacytoid DCs or B lymphocytes. MyD88 was involved in this
maturation suggesting a TLR4-mediated process (Funderburg
et al., 2007). Another study confirmed induction of phenotypic
LC-DCs maturation by hBD-3 (Ferris et al., 2013). In the
presence of the peptide, an increase in HLA-DR, CD83, CD86,
and CCR7 expression on human immature LCs and DCs was
assessed (Figure 2). These data also demonstrated that hBD-3
exposure allowed potent antigen presentation capacity in LC-
DCs and high levels of IFN-γ production by primed T-cells
suggesting that the peptide skewed cell activation toward a
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FIGURE 2 | Chemotactic and immune cell activation properties of keratinocyte antimicrobial peptides (AMPs). Keratinocytes infected with RNA viruses, such as

arboviruses, sense viral single-stranded and double-stranded RNA generating an innate immune response made of cytokines, chemokines and AMPs. AMPs can

then trigger the inflammatory response of the infected cells as well as non-infected cells. They also attract a wide range of immune cells at the site of the infection

through several receptors as CC Chemokine Receptor (CCR)-2, CCR-6, CCR-7, and Formyl Peptide Receptor-Like (FPRL)-1 contributing to enhance the innate

immune response and initiate the adaptative one. These receptor-dependent chemoattractant effects are represented with full blue arrows. Chemotactic effects

described without identification of the AMP receptor are represented by a discontinuous blue arrow.

Th1-type immune response (Ferris et al., 2013). In addition to
the binding to CCR6 and CCR2, hBD-3 was shown to interact
with TLR1 and TLR2 on antigen-presenting cells, such asmyeloid
dendritic cells, leading to their activation (Funderburg et al.,
2007). This peptide also induced the monocytes costimulatory
molecules, CD80 and CD86, necessary for T cell activation
(Figure 2; Petrov et al., 2013). Finally, Chen et al. (2007)
demonstrated the abilities of hBD-3 and -4 to cause mast cell
degranulation, prostaglandine D2 production and chemotaxis
(Figure 2). Thus, AMPs, through their immune cell activation
ability, can contribute to stimulate innate immunity and
activate lymphocytes, key components of adaptive immunity
against viruses.

OTHER CELL MODIFICATION CAUSED
BY KERATINOCYTE AMPS IMPACTING
VIRAL INFECTION

Induction of APOBEC Expression
Cell signaling pathways mediated by the chemokine receptor
CCR6 also play a role in defensin-mediated HIV replication

inhibition. hBD-2 treatment was shown to up-regulate expression
of host restriction factor apolipoprotein B mRNA-editing
enzyme-catalytic polypeptide-like 3G (APOBEC3G) in PBMCs
or CD4 + T cells. APOBEC3G is an HIV-1 restriction factor
that inhibits the accumulation of early reverse transcription
products during virus replication cycle (Wilson et al., 2013).
This induction was mediated through the activation of CCR6 by
hBD-2 (Lafferty et al., 2010).

Modulation of Chemokine Receptor
Expression at the Surface of the Target
Cell
Chemokine receptors CXCR4 and CCR5 are HIV-1 co-
receptors in addition to CD4. The HIV-1 strains use either
of these two co-receptors to infect CD4 + cells. hBD-2
and -3 reduced cell surface expression of CXCR4, but not
CCR5, in PBMCs and a human T cell line (Quiñones-
Mateu et al., 2003; Feng et al., 2006). Those peptides,
by modulating host surface receptors expression, acted as
antiviral compound restricting cell binding and entry of HIV-
1 strain with CXCR4 tropism (Quiñones-Mateu et al., 2003;
Feng et al., 2006).
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Conversely, LL-37 enhanced HIV-1 infection of monocyte-
derived Langerhans cells (mLCs) (Ogawa et al., 2013). LL-37
treatment increased CCR5 and CD4 expression onmLCs surface,
which could explain the potentiating effect of LL-37 on HIV-
1 infection. Effects of the peptide were also studied in DCs.
Inhibition of HIV-1 infection was observed in LL-37 treated
DCs, a phenomenon which may be due to down regulation
of DC-SIGN and/or CCR5 expression (Ogawa et al., 2013).
Finally, LL-37 facilitated HIV-1 transmission from mLCs to
CD4 + T cells whereas opposite effect was observed using DCs
(Ogawa et al., 2013).

CONCLUSION

The keratinocyte is the target cell of many viruses of major
importance in human health. As an immune cell that can
detect viral PAMPs, it has the ability to secrete a wide range
of molecules in response to the infection including many
antimicrobial peptides. These peptides may then act directly on
the viral particle or its replication cycle as well as modulate
the innate immune response of the host. The first objective of
this immunomodulation is likely to create an antiviral state by
potentiating the production of cytokines and chemokines, and
attracting immune cells to the site of infection. However, its
precise role in the pathophysiology of viral infection remains to

be defined. Furthermore, this dual mode of direct and indirect
antiviral action suggests that AMPs may have a promising
therapeutic role with direct virucidal activity and limited risk of
engendering viral resistance. The deployment of such potentially
impactful, innovative and reliable compounds awaits success
in future research on how to effectively administer them and
possibly stimulate them in situ.
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c. Actualisation des données de la littérature relatives aux propriétés des 

PAMs synthétisés par le kératinocyte. 

Yu et al. ont récemment montré que la cathélicidine humaine LL-37 et deux de ses 

dérivés synthétiques avaient un effet antiviral contre le virus Ebola. En effet, lors de 

l’infection de cellules Hela, ou de macrophages humains, par un virus de la stomatite 

vésiculeuse (VSV) recombinant, exprimant à sa surface la glycoprotéine d’enveloppe du virus 

Ebola, une inhibition de 80% de la réplication virale a été observée en présence de ces 

peptides à une concentration de 5 µM. L’infection de cellules Hela par le virus natif a 

confirmé les propriétés antivirales de la LL-37 vis-à-vis d’Ebola. Le mécanisme d’action 

identifié serait une inhibition dose-dépendante de l’entrée du virus dans la cellule cible plutôt 

qu’une altération de la réplication virale intracellulaire. [118] Un autre groupe a testé le 

potentiel antiviral de la LL-37 et de son homologue murin CRAMP (Cathelicidin-Related 

AntiMicrobial Peptide) contre l’Entérovirus A71. En effet, si les activités antivirales des 

peptides antimicrobiens vis-à-vis des virus enveloppés ont été largement décrites, leur 

capacité à agir contre les virus nus reste encore discutée. L’expression de la cathélicidine 

murine était significativement augmentée chez les souriceaux nouveau-nés infectés par 

l’Enterovirus A71 et la cinétique de cette augmentation était corrélée à la décroissance de la 

réplication virale. In vitro, les expérimentations ont montré que la LL-37 et CRAMP 

réduisaient considérablement l’effet cytopathique, le nombre de copies d'ARN viral 

intracellulaires, les niveaux d’expression de la protéine de capside VP1 et la sécrétion de 

nouveaux virions. L’étude du mécanisme d’action a révélé que la LL-37 et CRAMP n'étaient 

pas virucides mais stimulaient la réponse immunitaire antivirale cellulaire. De plus, en 

complément de leurs propriétés immunomodulatrices, les deux peptides avaient la capacité de 

bloquer l’attachement du virus à la cellule cible. [119] De façon similaire, la LL-37 peut 

empêcher l’entrée du SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus 2) 

dans la cellule en se liant à la glycoprotéine de surface virale Spike et en empêchant la liaison 

entre la protéine S et son récepteur ACE2. [120, 121]  

Les données récentes de la littérature concernant les bêta-défensines humaines de type 

2 et de type 3 ont montré leur capacité à inhiber la réplication du VIH in vitro, dans des 

macrophages primaires humains, avec un effet dose-dépendant. L’effet des peptides a été 

évalué en quantifiant l’antigène P24 relargué dans le surnageant des cellules infectées. Il 

semblerait que les peptides aient un effet sur les étapes précoces du cycle viral une fois le 
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rétrovirus entré dans la cellule cible. [122] Par ailleurs, Zhang et al. ont démontré qu’hBD-2, 

à l’image de la LL-37, empêchait la fixation du domaine de liaison au récepteur (RBD) de la 

protéine Spike du SARS-CoV-2 à ACE2. hBD-2 est ainsi capable d’inhiber l’entrée de 

pseudo-virions portant la protéine Spike dans des cellules HEK293T génétiquement modifiées 

pour exprimer ACE2. [123, 124] L’expression d’hBD-2 par l’organisme pourrait ainsi 

constituer un des mécanismes de défense de l’organisme contre la COVID-19 (COronavirus 

Induced Disease 2019). [125] 

Enfin, des études récentes ont mis en évidence une augmentation de la concentration 

en peptides S100, notamment S100A8, chez les patients présentant une forme sévère de 

COVID-19. Les concentrations sériques en peptides S100 pourraient donc être un marqueur 

prédictif de l’évolution clinique de la maladie. [126, 127] 

L’ensemble de ces résultats confirment l’existence d’interactions majeures entre ces 

différents PAMs et l’histoire naturelle de l’infection par des espèces virales très variées. 
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OBJECTIFS DE LA THESE 

Les kératinocytes, principales cellules de l’épiderme, sont capables de synthétiser et de 

sécréter, a minima, 9 peptides antimicrobiens, de façon constitutive ou au cours de 

l’inflammation viro-induite. Ces peptides sont la cathélicidine humaine LL-37, les β-

défensines humaines 1 à 4, trois peptides de la famille S100, calprotectine S100A8/A9, 

psoriasine S100A7 et koebnerisine S100A15, et la RNase 7. Certains d’entre eux ont déjà fait 

la preuve de leurs propriétés antivirales et immunomodulatrices. Cependant, malgré leur 

production in situ, leur rôle n’a jamais été étudié dans le contexte de l’infection de 

kératinocytes primaires humains par le WNV. [110, 128, 129] 

L’objectif de ce travail était donc d’étudier les propriétés antivirales directes et 

indirectes, immunomodulatrices, de quatre des neufs peptides antimicrobiens synthétisés par 

le kératinocyte humain vis-à-vis du virus West Nile, un arbovirus autochtone en France 

métropolitaine et susceptible d’émergence. Les activités antivirales et immunomodulatrices de 

la cathélicidine humaine LL-37 et de la β-défensine humaine de type 3 avaient déjà été 

décrites mais n’avaient jamais été étudiées dans le contexte de l’infection de kératinocytes 

primaires humains par le WNV. En revanche, les potentialités antivirales de la psoriasine 

S100A7 et de la calprotectine S100A8/A9 n’avaient jusqu’ici jamais été explorées et le travail 

réalisé ici correspond à leur toute première évaluation. 

De façon générale, les résultats obtenus participent à l’évaluation des capacités 

antivirales des molécules produites par les cellules résidentes de la peau en réponse à 

l’infection virale. L’identification d’acteurs cutanés disposant d’une activité anti-WNV est, en 

effet, susceptible de servir de base à de nouvelles stratégies thérapeutiques par la conception 

d’analogues contre l'infection, curatifs ou prophylactiques, ou via le recours à des agonistes 

capables de stimuler spécifiquement leur synthèse.  
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ETUDE DES PROPRIETES ANTIVIRALES ET 

IMMUNOMODULATRICES DE LA CATHELICIDINE HUMAINE ET 

DE LA BETA-DEFENSINE DE TYPE 3 

Le Virus West Nile est un flavivirus émergent, transmis à l’Homme via la piqûre d’un 

moustique du genre Culex et dont l’infection peut se manifester par différents symptômes 

allant du syndrome pseudo-grippal à l’encéphalite. Lors du repas sanguin, le virus est inoculé 

au niveau de la peau où il infecte les kératinocytes de l’épiderme, provoquant une réponse 

inflammatoire viro-induite incluant la synthèse de peptides antimicrobiens. Parmi les peptides 

produits par le kératinocyte, la cathélicidine humaine (LL-37) et hBD-3 sont connues pour 

leur propriétés antivirales et immunomodulatrices. [130]  

Au cours de ce travail, nous avons, pour la première fois, évalué leur rôle dans le 

contexte de l’infection de kératinocytes primaires humains par le WNV. Nos résultats 

montrent une activité antivirale directe de la LL-37 vis-à-vis du WNV. En effet, une 

diminution de la charge virale dans le surnageant de culture de kératinocytes infectés et du 

titre viral d’une suspension de WNV ont été observées en présence du peptide. A l’inverse, il 

n’a pas été montré d’effet antiviral d’ hBD-3 aux concentrations testées. Par ailleurs, les deux 

peptides ont démontré des propriétés immunomodulatrices, que ce soit dans le cadre de la 

stimulation des kératinocytes par de l'acide polyinosinique-polycytidylique ou poly (I:C), un 

ARN double brin synthétique mimant les intermédiaires de réplication générés au cours de la 

réplication du génome viral, ou lors de l'infection par le WNV. Leur présence au cours de la 

stimulation ou de l’infection a ainsi significativement augmenté la réponse antivirale 

cellulaire aux niveaux transcriptomique et protéique par rapport aux cellules stimulées ou 

infectées en leur absence.  

En conclusion, cette étude a mis en évidence une activité antivirale directe de la LL-37 

vis-à-vis du WNV. Elle a également confirmé le rôle immunostimulateur majeur de ces 

PAMs, complémentaire de leur capacité à inactiver directement les pathogènes, dans un 

modèle kératinocyte primaire/WNV où il n’avait, jusqu’ici, pas été étudié. Elle souligne enfin 

les potentialités antivirales des molécules produites par les kératinocytes à la porte d'entrée et 

au site initial de réplication du WNV dans l'organisme. 
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Abstract: West Nile virus (WNV) is an emerging flavivirus transmitted through 12 

mosquito bite and responsible for a wide range of clinical manifestations. Following 13 

their inoculation within the skin, flaviviruses replicate in keratinocytes of the epidermis, 14 

inducing an innate immune response including the production of antimicrobial 15 

peptides (AMPs). Among them, the cathelicidin LL-37 and the human beta-defensin 16 

(hBD)-3 are known for their antimicrobial and immunomodulatory properties. We 17 

assessed their role during WNV infection of human primary keratinocytes. LL-37 18 

reduced the viral load in the supernatant of infected keratinocytes and of the titer of a 19 

viral inoculum incubated in the presence of the peptide suggesting a direct antiviral 20 

effect of this AMP. Conversely, WNV replication was not inhibited by hBD-3. The two 21 

peptides then demonstrated immunomodulatory properties whether in the context of 22 

keratinocyte stimulation by poly(I:C) or infection by WNV, but not alone. This study 23 

demonstrates the immunostimulatory properties of these two skin AMPs at the initial 24 

site of WNV replication and the ability of LL-37 to directly inactivate West Nile 25 

infectious particles. The results provide new information on the multiple functions of 26 

these two peptides and underline the potential of AMPs as new antiviral strategies in 27 

the fight against flaviviral infections. 28 

 29 

Keywords: antimicrobial peptides, LL-37, hBD-3, West Nile virus, flavivirus, 30 

immunomodulation, antiviral, keratinocytes 31 

 32 

1. Introduction 33 

Arboviruses are emerging single-stranded positive-sense RNA viruses, pathogenic for 34 

humans, transmitted by blood-sucking arthropods, predominantly mosquitoes. First 35 

described in Uganda in 1937 [1], the flavivirus West Nile virus (WNV) is an arbovirus 36 

affecting all continents and considered endemic in Europe, and the neighboring 37 

countries of the Mediterranean basin, with reports of cases each year and epidemics in 38 

some years [2–4]. The year 2018 was marked by a particularly large number of cases in 39 
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Europe with 2,083 infections reported, which represented more than all the cases 40 

declared over the previous 7 years (1,832 cases from 2011 to 2017) [5]. WNV can be 41 

responsible for a wide range of clinical manifestations from mild flu-like illness to 42 

encephalitis. There is to date no human vaccine or antiviral to combat WNV infections. 43 

In humans and other mammals, WNV infection starts with inoculation of the virus 44 

during the blood meal of the mosquito, mainly into the extravascular compartment of 45 

the epidermis and the dermis, simultaneously with its anti-hemostatic, anticoagulant, 46 

anti-inflammatory and vasodilatory saliva [6,7]. Keratinocytes are the main cells in the 47 

epidermis. They have been demonstrated to be permissive, both in vivo and in vitro, to 48 

WNV replication, amplifying the viral load before the virus spreads through the body 49 

[8,9]. Conversely, keratinocytes also act as immune cells that can initiate an innate 50 

immune response to fight viral infection [9]. Indeed, they harbor highly conserved 51 

pathogen recognition receptors (PRRs) such as transmembrane toll-like receptors (TLRs) 52 

or cytosolic RIG-I-like receptors (RLRs) that contribute to the initiation of innate 53 

immune response [10]. After sensing single-stranded RNA genomes or double-stranded 54 

RNAs synthesized during WNV replication cycle, PRRs are involved in activation of 55 

signaling pathways leading to the induction of expression of chemokines, cytokines 56 

such as types I and III interferons (IFNs), and antimicrobial peptides (AMPs), which 57 

constitute the first line of defense of the host [11,12]. AMPs are key players in innate 58 

immunity. AMPs are 12 to 50 amino-acid peptides, mostly amphiphilic and cationic, 59 

exerting broad spectrum antimicrobial activity. Antiviral properties of AMPs may 60 

combine intracellular activity, on translation, viral RNA synthesis or virus particle 61 

assembly, with extracellular inactivation, by envelope disruption or aggregation of viral 62 

particles, to fight viruses [13–19]. Moreover, in addition to their direct antiviral 63 

activities on virus replication cycle, AMPs display immunomodulatory properties that 64 

contribute to host defense, including chemotactic activity, proliferation and 65 

differentiation of immune cells, and regulation of cytokine/chemokine production 66 

[20,21]. In the skin, keratinocytes are the main cells involved in AMP production 67 

(reviewed in [22]). They produce and secrete at least nine AMPs including the human 68 

cathelicidin LL-37 and type 3 human β-defensin (hBD-3). LL-37 is a 37 amino 69 

acid-residue, amphipathic, α-helical peptide and the only known human cathelicidin, 70 

while peptides of this large family have been isolated from numerous non-human 71 

species [23,24]. Defensins are small molecules between 24 and 42 amino-acids 72 

characterized by a β-sheet structure with 3 disulfide bounds. In humans, defensins are 73 

divided into α-defensins, referred to as human neutrophil peptides (hNPs), and 74 

β-defensins (hBDs) expressed in myeloid and epithelial cells. There are about 37 hBDs 75 

[21,25]. Four (hBD-1 to -4) have been detected in the epidermis. Expression of LL-37 and 76 

hBD-3 by keratinocytes has been shown to be rapidly induced following infection with 77 

viruses such as type 2 herpes simplex virus, vaccinia virus and the arboviruses dengue 78 

virus (DENV) or WNV [21,26–30]. Furthermore, these two peptides display antiviral 79 

properties against many viruses that replicate in the skin, including DENV and Zika 80 

virus (ZIKV) [14,16,31–35]. Finally, LL-37 has been reported to exert indirect antiviral 81 
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activity through immunomodulatory properties, by interfering with TLR signaling and 82 

attracting immune cells at the site of infection, promoting an inflammatory context 83 

favorable to pathogen eradication (reviewed in [22]). All in all, by their production at the 84 

initial replication site of arboviruses and their direct and/or indirect antiviral activities, 85 

these two peptides represent credible candidates as molecules active against a virus for 86 

which we have no treatment or vaccine for humans. In this study, we assessed the 87 

antiviral properties of the skin AMPs LL-37 and hBD-3 against WNV. We investigated 88 

their ability to inhibit WNV replication and infectious particle production in human 89 

primary keratinocytes. Then, we unraveled the mechanism of their antiviral activity by 90 

successively studying their ability to modulate the host's immune response or to act by 91 

a direct, virucidal action on the viral particle. The results provide new information on 92 

the multiple functions of these two peptides and underline the potential of AMPs as 93 

new antiviral strategies in the fight against flaviviral infections. 94 

2. Materials and Methods 95 

2.1. Isolation and culture of normal human epidermal keratinocytes from human skin samples 96 

The Ethics Committee of the Poitiers University Hospital approved the use of 97 

human skin samples for research studies. After the provision of fully informed consent, 98 

normal abdominal or breast skin was obtained from patients undergoing plastic 99 

surgery [36]. Normal Human Epidermal Keratinocytes (NHEK) were seeded in sterile 100 

24-well culture plates at a density of 2 x 104 cells/well in Keratinocyte-Serum Free 101 

Medium (K-SFM; Gibco) supplemented with bovine pituitary extract (BPE; Gibco) 25 102 

µg/ml and epidermal growth factor (EGF; Gibco) 0.25 ng/ml and cultured to 80 % 103 

confluence. Cells were then starved overnight in K-SFM without growth factors before 104 

stimulation. 105 

 106 

2.2. The Peptides and their cytotoxicity 107 

Recombinant human LL-37 and hBD-3 were purchased from Invivogen and 108 

PeproTech respectively. A 1 mg/mL stock solution of LL-37 and 500 µg/mL of hBD-3 109 

was prepared by dissolving lyophilized synthetic peptides in sterile water, then 110 

aliquoted and frozen at -80°C until use. LL-37 and hBD-3 cytotoxicity on NHEK was 111 

determined following incubation for 48 h with concentrations ranging from 1 to 20 112 

µg/mL using the cell proliferation kit II (XTT, Roche), as previously described [37]. For 113 

LDH assay, supernatants were collected after 24 h and mixed with 500 µL of PBS – 0.1% 114 

Triton X-100 (Sigma-Aldrich). Cells were lysed with 1 mL of PBS – 0.1% Triton X-100 115 

and sonicated for 30 s. The LDH released was measured with the Cobas® (Roche) ana-116 

lyzer and viability was calculated, yielding the ratio between the LDH released in su-117 

pernatants and the total LDH measured in both supernatants and cell lysates.  118 

 119 

2.3. The virus strain and its production 120 

The WNV strain used in this work belongs to lineage 1 and was isolated from a 121 

human brain during the epidemic that occurred in Tunisia in 1997 (kindly gifted by the 122 

French National Reference Center on Arboviruses, Marseille, France). The viral stock 123 
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was produced on the Aedes albopictus clone C6/36 cells (ATCC® CRL-1660™). Insect 124 

cells were cultivated in Leibovitz's L-15 medium (Gibco) supplemented with 2 % of 125 

tryptose-phosphate (Gibco) and 5 % of FBS in 75-cm2 tissue culture flask at 28°C until 126 

50% of confluency and then infected at a Multiplicity Of Infection (MOI) of 0.01 for 72 h. 127 

Cell supernatants were clarified by centrifugation for 15 min at 1,500 × g and frozen at 128 

-80°C in cryotubes containing 500 μL of Leibovitz's L-15 medium supplemented with 129 

0.5 M sucrose and 50 mM HEPES. The final titer of the viral suspension was 107.97 130 

TCID50 (median Tissue Culture Infection Dose) per mL as determined by plaque assays 131 

on Vero cell monolayers as described below. 132 

 133 

2.4. Stimulation and infection protocols 134 

Human primary keratinocyte cultures (60-80% of confluency) were stimulated 135 

for 3, 24 or 48 hours with poly(I:C), a synthetic analog of double-stranded (ds) RNA 136 

that mimics ds replicative intermediates generated during flavivirus genome 137 

replication at a final concentration of 0.1 µg/mL, or infected with WNV at a MOI of 0.1, 138 

in presence or absence of LL-37 or hBD-3 at final concentrations of 0.1, 1 and 10 µg/mL, 139 

before being incubated at 37°C in 5% CO2 in K-SFM medium [12]. Cell culture 140 

supernatants and cell monolayers were collected at each point of the time course 141 

infection in order to perform, respectively, viral quantification by RT-qPCR and virus 142 

titration, and viral quantification by RT-qPCR and transcriptomic analysis of 143 

inflammatory marker expression as described below. 144 

 145 

2.5. RNA isolation 146 

Total RNA extraction from keratinocyte monolayers was performed using the 147 

Nucleospin RNA II kit according to the manufacturer’s instructions (Macherey-Nagel). 148 

RNA was eluted in 30 µl of RNAse-free H2O before being quantified using the 149 

Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific). In addition, RNA extraction was 150 

performed from 200 µL of keratinocyte supernatants on the NucliSENS easyMAG 151 

(Biomérieux) according to the manufacturer’s instructions. 152 

 153 

2.6. Monitoring of the expression of inflammatory markers 154 

Total RNA (1 µg) was reverse transcribed using SuperScript II kit (Invitrogen) 155 

according to the manufacturer’s instructions. Quantitative real time (RT)-PCR was 156 

performed in 96-well plates using LightCycler-FastStart DNA MasterPlusSYBR GREEN I 157 

kit (Roche, France) on LightCycler 480 (Roche Diagnostics). Reaction mixtures consisted 158 

of 1X DNA Master Mix (Applied Biosystems), 1 μM forward and reverse primers 159 

designed using Primer 3 software and 12.5 ng of cDNA template in a total volume of 10 160 

µl. PCR conditions were as follows: 5 min at 95 °C, 40 amplification cycles comprising 20 161 

s at 95 °C, 15 s at 64 °C and 20 s at 72 °C. Samples were normalized with regard to two 162 

independent control housekeeping genes (Glyceraldehyde-Phospho-Dehydrogenase 163 

and 28S rRNA gene) and reported according to the ΔΔCT method as RNA fold increase: 164 

2ΔΔCT= 2ΔCT sample - ΔCT reference. 165 
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 166 

2.7. Viral quantification by RT-qPCR  167 

Viral quantification in cell supernatants and keratinocyte monolayers was 168 

performed using a one-step real time RT-PCR assay from 5 μL of total RNA in 96-well 169 

plates on Applied Biosystems 7500 thermocyler. Reaction mixtures consisted of 12.5 μL 170 

of Master Mix (Invitrogen), 0.5 μL (0.2 μM) of forward (5′-3′ 171 

GTGCGGTCTACGATCAGTTT) and reverse primers (5′-3′ 172 

CACTAAGGTCCACACCATTCTC), and 0.25 μL (0.1 μM) of 5′FAM and 3′Dark 173 

Quencher probe (5′-3′ AATGTGGGAAGCAGTGAAGGACGA), 0.5 μL of SuperScript 174 

III reverse transcriptase (Invitrogen) and DNA polymerase platinium Taq (Invitrogen), 175 

0.5 μL of RNase out (Invitrogen) and 5.25 μL of water. The calibration range was 176 

performed with a transcript produced using a plasmid containing WNV genome 177 

deleted from genes coding structural proteins provided by Dr P.W. Mason 178 

(Microbiology and Immunology department, Texas University, Galveston, USA). The 179 

transcripts were diluted in order to obtain a calibration range allowing the 180 

quantification of viral load from 102 to 107 RNA copies/mL. Each standard of the 181 

calibration curve was added in duplicate to each analysis. 182 

 183 

2.8. Viral quantification by end-point dilution assay 184 

Vero cells were seeded, in 96-well plates, the day before titration at the rate of 4 × 185 

103 cells/well in DMEM (Gibco) supplemented with 2% SVF. The suspension was 186 

successively diluted from 10−1 to 10−9 in DMEM medium supplemented with 2% SVF. 187 

Then, 100 μL of each dilution were deposited in 6 wells of a row. A reading was 188 

performed after 96 h of incubation at 37°C in an atmosphere containing 5% CO2. The 189 

wells, in which the cells had a cytopathic effect, were considered positive for viral 190 

infection. The titer of the viral suspension was then determined using Kärber's method 191 

for assessing the TCID50. 192 

 193 

2.9. Virucidal property assessment 194 

The virucidal properties of LL-37 and hBD-3 were assessed by pre-incubating 1.105.3 195 

TCID50/mL of the WNV stock solution with 10 µg/mL of the AMP in a final volume of 196 

0.1 mL. After 1 h incubation at 37°C in a humidified atmosphere with 5 % CO2, the 197 

residual infectious titer of the viral suspension was then measured by viral titration 198 

using the end-point dilution assay on Vero cells as described above and compared to 199 

that of the untreated viral suspension.  200 

 201 

2.10. Viperin (RSAD2) quantification by immunofluorescence 202 

After 48 h of infection and/or stimulation, keratinocyte supernatant was removed, 203 

and the cell monolayer was washed with warm PBS (Thermofisher Scientific) before 204 

being fixed with 4% paraformaldehyde (Microm Microtech) during 20 minutes at room 205 

temperature and washed again with PBS. After removing the PBS, cells were 206 

permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for 15 min and blocked with 1% BSA in 207 
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PBS for 1 h. Then keratinocytes were incubated for 1 h in presence of a 1/100 diluted 208 

viperin antibody (Sigma-Aldrich) and then washed three times. For immunostaining, 209 

cells were incubated with a fluorescent secondary goat anti-mouse IgG and cell nuclei 210 

were stained with Hoechst 33342. Fluorescent images were obtained using a IN Cell 211 

Analyzer 2200 (GE Healthcare, United Kingdom) with a 20 x objective. 212 

 213 

2.11. Type III interferon quantification using HEK-Blue™ IFN-λ cells 214 

After UV inactivation of WNV at 2 joules/cm2 using a UV Crosslinker BIO-LINK BLX 215 

254(Vilber Lourmat), levels of type III IFNs were determined in cell culture supernatants, 216 

in duplicates for each sample, using IFN-λ reporter human embryonic kidney (HEK)293 217 

cells (Invivogen) in accordance with the manufacturers’ specifications. 218 

 219 

2.12. Statistical analysis 220 

Statistical analyses were performed using the nonparametric Mann Whitney test 221 

(two-tailed; GraphPad Prism 5 software). p Values < 0.05 were considered as significant. 222 

All data were expressed as mean ± SEM from at least three independent experiments. 223 

 224 

3. Results 225 

3.1. LL-37 and hBD-3 impact on human primary keratinocyte viability 226 

The cytotoxicity of LL-37 and hBD-3 was assessed on NHEK at concentrations 227 

ranging from 1 to 20 µg/mL using a colorimetric XTT cell viability assay and a LDH as-228 

say, which measures cellular metabolic activity and plasma membrane permeabilization, 229 

respectively. After 48 h of incubation, concentrations up to 10 µg/mL had no significant 230 

impact on keratinocyte viability, which remained greater than or equal to 90 %, by com-231 

parison to non-treated cells (Figure 1). Consequently, concentrations of 0.1, 1 and 10 232 

µg/mL were chosen for the following experiments. 233 

 234 

 235 

 236 

 237 

 238 

 239 

 240 
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 242 

 243 

 244 

 245 
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 247 
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 254 

 255 

Figure 1. Cytotoxicity assays. The cytotoxicity of concentrations of LL-37 or hBD-3 ranging 256 

from 1 to 20 µg/mL was assessed on primary human keratinocytes after 48 h of incubation 257 

using XTT tests (A and B) or lactate dehydrogenase (LDH) release assay (C and D). Mean +/- 258 

SEM of at least 3 independent experiments are presented here. 259 

 260 

3.2 WNV replication in human primary keratinocytes treated or not with LL-37 and hBD- 3 261 

Human primary keratinocytes were infected for 24 h with WNV at a MOI of 0.1 in the 262 

presence or absence of LL-37 and hBD-3 at 1 or 10 µg/mL. The AMPs were added 1 h before 263 

infection and left during the 24 h replication kinetics. The viral RNA concentration was 264 

subsequently measured in the cell monolayer as well as in the cell supernatant by RT-qPCR to 265 

assess the effect of the peptides on WNV replication (Figure 2). No significant difference in 266 

viral load was observed in the cell monolayers whether or not treated with the AMPs. 267 

However, a significant 5.5-fold decrease of viral RNA was noted in the cell supernatant in 268 

presence of 10 µg/mL of LL-37 compared with untreated cells. These results show that while 269 

LL-37 inhibits WNV replication in human primary keratinocytes, treatment with these 270 

concentrations of hBD-3 does not seem to have any effect. 271 

 272 

 273 

 274 

 275 

 276 
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 281 

 282 

 283 

 284 

 285 

Figure 2. WNV RNA quantification in the cell monolayer (A) and supernatant (B) during 286 

NHEK infection by WNV at a MOI of 0.1 in presence or not of 1 or 10 µg/mL of LL-37 or 287 

hBD-3 for 24 h. Mean+/- SEM of 5 independent experiments are presented here. 288 

 289 

3.3 Virucidal Properties of LL-37 and hBD-3 290 

The virucidal properties of LL-37 and hBD-3 were then evaluated by pre-incubating for 2 291 

h at 37 °C, a calibrated WNV inoculum of 105.27 TCID50/mL with 1 or 10 µg/mL of LL-37 or 292 

hBD-3 before measuring the residual infectious titer on Vero cells. A reduction in the viral 293 

titer by a factor of 14 and 95 at concentrations of 1 and 10 µg/mL, respectively, highlighted the 294 

dose-dependent direct antiviral properties of LL-37 against WNV (Figure 3A). By contrast, no 295 

significant direct antiviral effect of hBD-3 was observed at the concentrations tested (Figure 296 

3B). 297 

 298 

 299 

 300 

 301 

 302 

 303 

 304 

 305 

 306 

 307 

 308 

Figure 3. A WNV inoculum of 105.27 TCID50/mL was incubated 2 h at 37°C with 1 or 10 µg/mL 309 

of LL-37 (A) or hBD-3 (B). The residual infectious titer was then measured on Vero cells. Mean 310 

+/- SEM of respectively 5 and 4 independent experiments are presented here. **p < 0.01. 311 

 312 

3.4 Immunomodulatory properties of LL-37 and hBD-3 313 

The effect of LL-37 and hBD-3 treatment on the immune response of the human primary 314 

keratinocytes was then evaluated. Expression of cellular inflammatory and antiviral markers 315 

such as type I (IFNβ-1) and type III (IL-28A) IFNs, IFN-stimulated genes (ISGs) (IFIT-1, OAS1, 316 

RSAD2), and chemokines (CCL-5, CXCL-8, CXCL-10) was monitored following stimulation 317 

with poly(I:C) or WNV infection in presence of the peptides and compared with that observed 318 
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after stimulation or infection without peptides, or incubation with peptides alone (Figures 319 

4-7).  320 

Keratinocytes were first stimulated with 0.1 µg/mL of poly(I:C) and LL-37 or hBD-3 at final 321 

concentrations ranging from 0.1 to 10 µg/mL for 3 h (Figure 4). Results showed that mRNA 322 

expression of inflammatory markers was increased in the presence of LL-37 or hBD-3 during 323 

NHEK stimulation with poly(I:C) in comparison to cells treated with poly(I:C) alone. Indeed, 324 

treatment with 10 µg/mL of LL-37 resulted in significantly enhanced expression of IL-28A, 325 

CXCL-8, CCL-5, CXCL-10, IFIT-1 and RSAD2 mRNA with a fold-increase ranging from 3.5 to 326 

10 as compared to poly(I:C)-stimulated keratinocytes. The same pattern was observed 327 

following NHEK treatment with 1 and 10 µg/mL of hBD-3  328 

 329 

 330 

 331 

 332 

 333 

 334 

 335 

 336 

 337 

 338 

 339 

 340 

 341 

 342 

 343 

 344 

 345 

 346 

 347 

 348 

 349 

 350 

 351 

 352 

 353 

 354 

 355 

 356 

Figure 4. Inflammatory response of NHEK stimulated with 0.1 µg/mL of poly(I:C) alone or 357 

with increasing concentrations of LL-37 or hBD-3 for 3 h. Mean +/- SEM of 6 independent 358 

experiments are presented here. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001. 359 

 360 
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where IFNβ-1, IL-28A, CXCL-8, CCL-5, CXCL-10, IFIT-1 and RSAD2 mRNA expression was 361 

induced from 9 to 572 times as compared to poly(I:C)-stimulated keratinocytes. Interestingly, 362 

if NHEK stimulation with poly(I:C) elicited an inflammatory response, LL-37 or hBD-3 alone 363 

exhibited no significant pro-inflammatory effects, with the notable exception of CXCL-8 364 

mRNA expression after keratinocyte stimulation with 10 µg/mL of hBD-3 (supplementary 365 

figure 1). 366 

 367 

 368 

 369 

 370 

 371 

 372 

 373 

 374 

 375 

 376 

 377 

 378 

 379 

 380 

 381 

 382 

 383 

 384 

 385 

 386 

 387 

 388 

 389 

 390 

 391 

 392 

 393 

 394 

 395 

 396 

 397 

 398 

Figure 5. Inflammatory response of NHEK infected by WNV at a MOI of 0.1 in presence or 399 

not of 1 or 10 µg/mL of LL-37 or hBD-3 for 24 h. Mean +/- SEM of 5 independent experiments 400 

are presented here. *p < 0.05. 401 

 402 
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Secondly, similar experiments were performed in the context of keratinocyte infection with 403 

WNV. NHEK were infected at a MOI of 0.1 for 24h in presence or absence of LL-37 and hBD-3 404 

(Figure 5). Treatment with peptides during WNV infection resulted in a significant increase of 405 

the expression of several ISGs. More specifically, LL-37 induced mRNA transcription of 406 

CXCL-8 and CXCL-10 while hBD-3 increased that of all the inflammatory markers tested.  407 

 408 

Increased mRNA expression of RSAD2 and IFNs was then confirmed at the protein level. In 409 

the cell monolayer of keratinocytes infected in presence or not of the peptides, the synthesis of 410 

RSAD2 also called viperin, an ISG previously reported as inhibiting flaviviral infection, was 411 

assessed by immunofluorescence assay. After 48 h of infection, immunofluorescent staining 412 

showed that RSAD2 protein expression was enhanced in keratinocytes treated with LL-37 and 413 

hBD-3, whatever the concentration of the peptide used (Figure 6). However, this expression 414 

was significantly increased only in cells infected and treated with 1 μg/mL of each peptide. 415 

 416 

  417 

 418 

 419 

 420 

 421 

 422 

 423 

 424 

 425 

 426 

 427 

 428 

 429 

Figure 6. Immunostaining of viperin (RSAD2) in human primary keratinocytes infected with 430 

WNV in presence or not of LL-37 and hBD-3. Keratinocytes were infected by WNV at a MOI 431 

of 0.1 and stimulated with 1 or 10 µg/mL of LL-37 or hBD-3. RSAD2 was quantified in each 432 

cell by immunofluorescence after 48 hours of incubation. Mean +/- SEM of 3 independent 433 

experiments are presented here. Statistical analysis has been performed compared to WNV 434 

alone. **p < 0.01. 435 

 436 

In addition, secretion levels of IFNs-λ were measured in the cell culture supernatants using 437 

reporter HEK293 cells (Figure 7). Results showed enhanced interferon secretion in cells 438 

infected and treated with the peptides compared to infected cells alone even if this increase 439 

was significant only in the presence of 10 µg/mL of hBD-3. 440 

 441 
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Figure 7. IFN-λ secretion determination using HEK-blue cells in supernatant of human 442 

primary keratinocytes infected by WNV at a MOI of 0.1 and stimulated with 1 or 10 µg/mL of 443 

LL-37 or h-BD3 for 48 hours. Results are presented are mean+/- SEM of 4 independent 444 

experiments. *p < 0.05. 445 

 446 

All in all, simultaneous addition of LL-37 and hBD-3 during keratinocyte stimulation by 447 

poly(I:C) or infection with WNV resulted in increased expression of the main inflammation 448 

mediators compared to poly(I:C) or virus alone. These results at the transcriptomic and 449 

proteomic levels demonstrate the immunomodulatory properties of the two peptides studied 450 

in the context of synthetic dsRNA stimulation or WNV infection. 451 

4. Discussion 452 

Antimicrobial peptides produced by skin cells represent a major weapon against infec-453 

tions and contribute to the maintenance of the skin microbiota. They play a major role in the 454 

barrier function exerted by the skin, through direct antimicrobial activities against pathogens 455 

or indirect antimicrobial activities by stimulating innate immunity. If their antibacterial and 456 

antifungal roles are now well-known, their antiviral properties remain little studied. Among 457 

the 9 peptides known to be secreted by the human keratinocyte, our interest focused on LL-37 458 

and hBD-3, whose secretion is induced during infection of skin cells by flaviviruses [29,38,39]. 459 

This research aimed to assess the effect of these AMPs during infection of human primary 460 

keratinocytes with WNV, an emerging flavivirus in Europe inoculated within the skin during 461 

the blood meal of the mosquito vector. 462 

We first studied the antiviral properties of LL-37 and hBD-3 during infection kinetics of 463 

human primary keratinocytes. A reduction in the viral RNA concentration in the culture su-464 

pernatant of keratinocytes treated with LL-37 was observed. In addition, a 2 log10-reduction in 465 

viral infectious titer of a WNV strain incubated with LL-37 was also shown, suggesting direct 466 

antiviral activity against WNV. This activity may be linked to an alteration of the viral parti-467 

cle, and more precisely of its envelope, by the antimicrobial peptide. This is a classic mode of 468 

action of antimicrobial peptides related to their cationic and amphiphilic nature, which allows 469 

them to create pores within the viral envelope [16,17,40,41]. The ability of LL-37 to degrade 470 

the viral envelope has been demonstrated against a large panel of viruses. For example, elec-471 

tronic microscopy has revealed the disruption of the vaccinia virus envelope or influenza A 472 
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virus exposed to LL-37 [16,17]. LL-37-related inhibition of HHV-8 internalization in oral epi-473 

thelial cells relies on the same mechanism [34]. Finally, pre-incubation of the arboviruses 474 

DENV, ZIKV and Venezuelan Encephalitis Equine Virus (VEEV) with LL-37, or one of its an-475 

alogues, has resulted in a significant decrease in the number of active virions suggesting, here 476 

again, an alteration of the viral particle [22,33,35,42,43]. In the previous studies, degradation of 477 

the viral envelope was observed from a LL-37 concentration of 10 μg/mL, therefore identical 478 

to the highest concentration tested during this work [15,34]. LL-37 has also been shown to ex-479 

ert direct antiviral properties by inhibiting the endosomal cell entry of Ebola virus or by in-480 

hibiting enterovirus A71 cell attachment [44,45]. Otherwise, the immunomodulatory proper-481 

ties of LL-37 observed during WNV infection, especially stimulation of the expression of sev-482 

eral ISGs, are also likely to contribute to the reduced viral replication observed in treated 483 

keratinocytes. In particular, we noted increased expression of RSAD2 in keratinocytes infected 484 

with WNV in the presence of LL-37. RSAD2, also called viperin, is a well-known an-485 

ti-flavivirus ISG [46–50]. It converts cytidine triphosphate into 3′-deoxy-3′,4′-didehydro-CTP, 486 

which acts as a chain terminator for the flavivirus RNA-dependent RNA-polymerase in 487 

mammalian cells [51]. RSAD2 also inhibits several steps of viral translation, as demonstrated 488 

during HEK 293 cell infection with WNV or DENV [52]. RSAD2 binds and leads to the 489 

proteosomal degradation of flaviviral NS3 protease [53]. Finally, RSAD2 blocks viral budding, 490 

which could explain the reduction of WNV RNA in keratinocyte supernatant, whereas RNA 491 

concentration is increased within the cell monolayer (reviewed in [46]). 492 

Conversely, our results suggest an absence of direct antiviral activity of hBD-3 against 493 

WNV at the concentrations tested. Indeed, the viral load in the keratinocyte monolayer as well 494 

as in the supernatant was not reduced by the addition of the peptide. Likewise, incubation of 495 

the virus with hBD-3 did not reduce the infectious titer of WNV. These data are consistent 496 

with previous work showing that a pretreatment by 30 µg/mL of hBD-3 did not result in a 497 

significant decrease in DENV titer, contrary to that observed with LL-37 [28]. Nevertheless, 498 

other studies have shown that this peptide can bind the envelope glycoprotein B of herpes 499 

simplex virus or its host cell receptors, thereby preventing viral entry [32]. The ability of 500 

hBD-3 to bind human immunodeficiency virus particles and to down-modulate its cell surface 501 

receptor CXCR4 has also been demonstrated [54]. This antiviral effect is concentra-502 

tion-dependent and significant for hBD-3 concentrations greater than 25 µg/mL, which is cy-503 

totoxic for human primary keratinocytes. On the other hand, we showed that hBD-3 can stim-504 

ulate keratinocyte innate immune response during poly (I:C) stimulation or WNV infection. 505 

Some pro-inflammatory properties of hBD-3 have been previously described. hBD-3 can in-506 

duce inflammatory response by itself, through CCR6 binding or G protein-coupled receptor 507 

(GPCR) and phospholipase C (PLC) signaling pathway, leading to the release of several cyto-508 

kines such as IL-6, IL-10, IL-37, IFN-γ, CXL-10, CCL-2 and CCL-5 by human keratinocytes 509 

[55,56]. It can also modulate the response to TLR agonists. Semple et al. observed increased 510 

production of IFN-β, TNF-α, CXCL-8 and IL-6 in monocytes and PBMCs stimulated with 511 

poly(I:C) in presence of hBD-3 [57]. Higher concentrations of IFN-β and TNF-α were observed 512 

in the sera of transgenic mice expressing hBD-3 and stimulated with poly(I:C) as compared to 513 

control mice [57]. Our study is, however, the first description of the potentiating effect of 514 
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hBD-3 on the inflammatory response of the keratinocyte in the context of viral infection, high-515 

lighting the ability of this AMP to boost the antiviral response of the skin through the induc-516 

tion of IFNs and ISGs. On the other hand, LL-37 has also shown immunomodulatory proper-517 

ties. It has previously been shown to increase pro-inflammatory cytokine expressions such as 518 

IFNβ-1, IL-6 and CXCL-8 induced by poly(I:C) stimulation in human keratinocytes [58,59]. 519 

LL-37 also modulates inflammatory response induced by viral infection. The addition of 520 

LL-37 to human rhinovirus-infected human bronchial epithelial cells enhances IL-6 and CCL-2 521 

production while increasing the expression of type I IFN during VEEV infection [42,58]. This 522 

enhancement of the inflammatory response required TLR3, which is activated by the complex 523 

formed by the association between LL-37 and dsRNAs [58]. Interestingly, this mechanism was 524 

demonstrated to be cell-specific and concentration-dependent since high concentrations of 525 

LL-37, from 25 µg/mL, were associated with decreased pro-inflammatory cytokine release in 526 

the cell supernatant [60]. The secretion by infected cells of inflammatory mediators, especially 527 

IFNs, represents an important antiviral weapon not only for the cell itself, but also for the 528 

neighboring ones, as this mediator can exert both auto- and paracrine effects. This phenome-529 

non could consequently prepare the non-infected surrounding cells for a potential viral infec-530 

tion by inducing the synthesis of antiviral mediators as ISGs. Taken together, our results sug-531 

gest that both LL-37 and hBD-3 secreted within the skin can interplay a role in the defense 532 

against early steps of WNV infection. Further studies should evaluate the immunomodulatory 533 

properties of hBD-3 in other cell types, whether after stimulation with poly(I:C) or viral infec-534 

tion.    535 

5. Conclusions 536 

Our results confirmed the major immunostimulatory role of LL-37 and hBD-3 through 537 

induction of the production of cytokines and chemokines in NHEK in combination with the 538 

ability of LL-37 to directly inactivate the enveloped WNV. This study highlights the antiviral 539 

potentialities of these two AMPs produced directly at the site of viral inoculation by the 540 

mosquito and site of viral replication, thereby suggesting their role in the pathophysiology of 541 

early steps of infection. The characterization of such activities could help to devise new anti-542 

viral strategies, through the design of novel therapeutic analogs against infection or evalua-543 

tion of agonists capable of specifically stimulating antiviral response.  544 

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: 545 
www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: Inflammatory response of NHEK stimulated with increasing concen-546 
trations of LL-37 or hBD-3 for 3 h. 547 
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ETUDE DES PROPRIETES ANTIVIRALES ET 

IMMUNOMODULATRICES DES PEPTIDES S100 

I. Introduction 

Les données présentées dans la revue de la littérature sur les PAMs produits par le 

kératinocyte ont montré la surexpression des peptides S100 dans plusieurs contextes 

d’infections virales. [131-134] En complément, des travaux récents réalisés par notre équipe 

ont mis en évidence une répression de l’expression de plusieurs peptides S100 lors de 

l’infection de kératinocytes humains par le WNV. Une analyse transcriptomique a, en effet, 

révélé une diminution, d’un facteur 2, de l’expression des gènes codant la psoriasine S100A7, 

la calprotectine S100A8/A9 et la koebnerisine S100A15 après 48h d’infection de 

kératinocytes primaires par le WNV à une MOI (Multiplicity Of Infection) de 10. Cette 

observation pourrait signifier l’existence d’un mécanisme d’échappement du virus à l’action 

antivirale de ces peptides. L’ensemble de ces éléments nous ont amené à considérer les 

peptides S100 comme des éléments potentiels de la réponse antivirale cellulaire.  

L’objectif de cette étude était donc d’évaluer les propriétés antivirales des peptides 

S100A7, S100A8 et S100A9 vis-à-vis du virus West Nile. 

II.  Matériels et méthodes 

a. Lignées cellulaires 

L’activité antivirale des peptides S100 a été tout d’abord évaluée par ajout de peptides 

exogènes au cours d’une cinétique d’infection d’une lignée de kératinocytes humains HaCaT 

(fournies par la société CLS Cell Lines Service GmbH) cultivée dans du milieu Dulbecco’s 

Modified Eagle (DMEM, Gibco, Gaithersburg, MD, USA) supplémenté avec 5 % de sérum de 

veau fœtal (SVF, Gibco) et incubée à 37 °C dans une atmosphère humide avec 5 % de CO2. 



 

69 

 

Des cellules embryonnaires humaines de rein (HEK 293T) génétiquement modifiées 

afin de surexprimer les peptides d’intérêt et permissives à l’infection par le WNV ont été 

ensuite utilisées. Les cellules HEK 293T, fournies par le Dr. Fabien Blanchet de l’Institut de 

Recherche en Infectiologie de Montpellier (IRIM), ont été transduites avec des vecteurs 

viraux codant les peptides S100A8, S100A9 et S100A8/A9 ainsi qu’avec un vecteur contrôle 

E2C. Les cellules transduites ont été ensuite sélectionnées par un traitement par puromycine 1 

µg/mL et/ou hygromycine 1 µg/mL. Elles ont été cultivées à 37°C dans une atmosphère 

humide avec 5 % de CO2 dans du DMEM complémenté par 10 % de SVF, 1 % de 

pénicilline/streptomycine et leur pression de sélection respective. 

b. Peptides recombinants 

  Les peptides humains recombinants S100A7, S100A8, S100A9, et S100A8/A9 ont été 

obtenus auprès de la société R&D Systems (Minneapolis, Minnesota, USA). Ils ont été 

reconstitués selon les recommandations du fournisseur, aliquotés et conservés à -20°C jusqu'à 

utilisation.  

c. Virus 

La souche de virus West Nile de lignage 1 utilisée était identique à celle décrite dans 

l’article « Antiviral effect of hBD-3 and LL-37 during human primary keratinocyte infection 

with West Nile virus ». 

d. Evaluation de la cytotoxicité des peptides recombinants 

Le test XTT, basé sur le clivage du sel jaune de tétrazolium XTT pour former un 

formazan hydrosoluble orange dans les mitochondries actives, a été utilisé afin d’évaluer la 

cytotoxicité des peptides S100 sur les kératinocytes primaires humains. Le mode opératoire 

était identique à celui décrit dans l’article « Antiviral effect of hBD-3 and LL-37 during human 

primary keratinocyte infection with West Nile virus ». 
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e. Evaluation de l’activité antivirale par ajout de peptides recombinants 

Pour ces expériences, les cellules HaCaT ont été cultivées en plaques 24 puits à une 

densité de 300 000 cellules par puits dans du DMEM supplémenté par 5 % de SVF. Après 

24h d’incubation, les cellules ont été traitées pendant une 1h par les peptides S100A7, 

S100A8, S100A9 et S100A8/A9 à une concentration de 10 µg/mL dans du DMEM non 

supplémenté puis infectées par le WNV à une MOI de 0,1 pendant une heure en présence des 

peptides. Après avoir retiré le surnageant de culture contenant le virus, les cellules ont été 

lavées avec 500 µL de tampon phosphate salin (PBS, Gibco). 500 µL de DMEM contenant du 

peptide frais ont ensuite été ajoutés avant une incubation de 23h. Après 24h d’infection au 

total (une heure d’infection par un mélange virus-peptide suivie de 23h d’incubation en 

présence du peptide seul), 140 µL de surnageant de culture ont été collectés dans 560 µL de 

tampon AVL (Quiagen, Hilden, Germany). 200 µL ont été utilisés pour la quantification 

virale par RT-qPCR et 360 µL ont été stockés à –80°C. La monocouche cellulaire a été lysée 

avec 350 µL de tampon RA1 (Macherey-Nagel, Düren, Germany) additionnés de 3,5 µL de β-

mercaptoéthanol avant l’extraction des acides nucléiques. 

f. Evaluation du rôle des peptides S100 dans un modèle cellulaire 

surexprimant les peptides d’intérêt 

Pour ces expériences, les cellules HEK E2C, S100A8, S100A9 et S100A8/A9 ont été 

mises en plaques 24 puits à une densité de 700 000 cellules par puits dans leurs milieux de 

sélection respectif. Après 24 h d’incubation à 37°C sous 5% de CO2, les cellules ont été 

infectées par le virus WNV aux deux MOI de 0,1 et 0,01 pendant 24 h, toujours dans leur 

milieu de sélection. A 24 et 48h post-infection, surnageants de culture et nappes cellulaires 

ont été collectés comme indiqué au paragraphe précédent.  

g. Extraction des acides nucléiques à partir des surnageants de culture et 

des nappes cellulaires 

La charge virale a été mesurée dans les surnageants de culture et les nappes cellulaires 

après extraction des ARN totaux. Pour la quantification de l’ARN viral dans les surnageants 

cellulaires, l’ARN total a été extrait en utilisant le kit QIAamp® viral RNA (Quiagen) suivant 
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les recommandations du fournisseur. Pour l’ARN viral intracellulaire, l’ARN total a été 

extrait en utilisant le kit d’extraction Nucleo-spin RNA (Macherey-Nagel, Düren, Germany). 

La concentration en acides nucléiques et la pureté de l’échantillon ont été évaluées en utilisant 

le spectrophotomètre Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

h. Quantification virale par RT-qPCR 

La technique de quantification de l’ARN du WNV par RT-qPCR utilisée était 

identique à celle décrite dans l’article « Antiviral effect of hBD-3 and LL-37 during human 

primary keratinocyte infection with West Nile virus ». 

i. Titrage viral 

La méthode de titrage du virus à partir des surnageants de culture était identique à 

celle décrite dans l’article « Antiviral effect of hBD-3 and LL-37 during human primary 

keratinocyte infection with West Nile virus ». 

j.  Statistiques 

Les méthodes statistiques utilisées étaient identiques à celles décrites dans l’article 

« Antiviral effect of hBD-3 and LL-37 during human primary keratinocyte infection with West 

Nile virus ». 

III. Résultats 

a. Cytotoxicité des peptides S100 vis-à-vis des cellules HaCaT 

La cytotoxicité des peptides S100A7, S100A8, S100A9 et S100A8/A9 a été testée sur 

une lignée de kératinocytes humains (HaCaT), aux concentrations de 5, 10 et 20 µg/mL, à 

l’aide d’un test colorimétrique au XTT, après 48h d’incubation.  
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Aux concentrations testées, la viabilité cellulaire restait supérieure à 80 %, non 

significativement modifiée en comparaison aux cellules non traitées (Figure 12). Ainsi, la 

concentration de 10 µg/mL a été retenue pour tester les activités de ces peptides sur la 

réplication virale et la réponse inflammatoire. 

 
 
Figure 12 : Etude de la cytotoxicité des peptides S100A7, S100A8, S100A9 et S100A8/A9 vis-à-vis de la 
lignée de kératinocytes humains HaCaT. La cytotoxicité des peptides a été mesurée aux concentrations de 5, 
10 et 20 µg/ml, sur cellules HaCaT après 48h d’incubation à l’aide d’un test colorimétrique au XTT. Les 
données correspondent à la moyenne et à l’écart type de 2 expériences indépendantes.  

 

b. Réplication du WNV dans des cellules HaCaT traitées par les peptides 

S100 

Afin d’étudier les propriétés antivirales des peptides S100A7, S100A8, S100A9 et 

S100A8/A9, la réplication du WNV a été monitorée lors de l’infection, à une MOI de 0,1, de 

cellules HaCaT en présence ou non de chacun des peptides à une concentration finale 10 

µg/mL. La charge virale a été mesurée dans la nappe cellulaire et le surnageant de culture, par 

RT-qPCR, à 24h post-infection.  
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Une concentration moyenne en ARN génomique viral de 103,3 copies/ng d’ARN total 

extrait de la nappe cellulaire a été mesurée en l’absence de peptide. Elle était en moyenne de 

103,0 copies/ng d’ARN en présence de S100A7, 103,2 copies en présence de S100A8, 102,8 

copies en présence de S100A9 et de 102,9 copies/ng d’ARN en présence de la combinaison 

S100A8/A9 (Figure 13a).  

Dans le surnageant de culture, la charge virale était de 106,6 copies d’ARN viral par 

mL en l’absence de peptide versus 106,9 copies/mL en présence de S100A7, 107,0 copies/mL 

en présence de S100A8, 106,3 copies/mL en présence de S100A9 et 106,4 copies/mL en 

présence de la combinaison S100A8/A9 (Figure 13b). 

 

 

 
Figure 13 : Quantification de l’ARN du WNV dans les cellules HaCaT en présence de S100A7, S100A8, 
S100A9 et S100A8/A9 à 24h. La charge virale a été mesurée après 24h d’infection par RT-PCR quantitative 
dans la nappe cellulaire (a) ou dans le surnageant de culture (b) de kératinocytes infectés par le WNV à une MOI 
de 0,1, en présence ou en l’absence des peptides ajoutés à la concentration finale de 10 µg/mL. Les données 
présentées correspondent à la moyenne et à l’écart type de 2 expériences indépendantes.  

 

 

Afin de confirmer la réduction de la charge virale observée dans les cellules traitées 

par S100A9 et S100A8/A9, les surnageants de culture des cellules HaCaT, infectées en 

présence ou non des peptides, ont été titrés sur cellules de rein de signe vert, cellules Vero, 

par la méthode des dilutions limites (Figure 14). Aucune différence significative de titre viral 

entre les cellules infectées en présence ou en l’absence des peptides n’a été constatée. 
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Figure 14 : Titrage du surnageant de culture des cellules HaCaT infectées par le WNV en présence ou non 
de S100A9 et S100A8/A9. Les kératinocytes ont été infectés pendant 24h par le WNV, à une MOI de 0,1, en 
présence ou en l’absence des peptides S100A9 et S100A8/A9 ajoutés à la concentration finale de 10 µg/mL. 
Chaque surnageant de culture a ensuite été titré sur cellules Vero par la méthode des dilutions limites impliquant 
la lecture de l’effet cytopathique à 4 jours. Le titre de la suspension a été calculé par la méthode de Kärber. 
Les données présentées correspondent à la moyenne et à l’écart type de 2 expériences indépendantes.  
 

c. Réplication du WNV dans des cellules HEK surexprimant les peptides 

S100 

En complément des expérimentations par ajout exogène de peptides S100, la 

réplication du WNV a été également mesurée au cours de l’infection de cellules HEK 293T 

génétiquement modifiées afin de surexprimer S100A8, S100A9 ou l’hétérodimère 

S100A8/A9. Les cellules ont été infectées aux MOI de 0,01 et 0,1, et la charge virale mesurée 

dans la nappe cellulaire et le surnageant de culture à 24 h post-infection. 

 

Les résultats obtenus n’ont pas montré de diminution significative de la charge virale 

dans les trois lignées cellulaires surexprimant les peptides S100A8, S100A9 ou 

l’hétérodimère S100A8/A9 par rapport aux cellules HEK contrôle E2C (Figure 15). 
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Figure 15 : Quantification de l’ARN du WNV dans les cellules HEK 293T transduites pour 
surexprimer ou non S100A8, S100A9 et S100A8/A9. La charge virale a été mesurée à 24h post-infection par 
RT-PCR quantitative dans la nappe cellulaire (a) et dans le surnageant de culture (b) de cellules HEK 293T 
transduites avec des vecteurs viraux codant les peptides S100A8, S100A9 et S100A8/A9 ou un vecteur contrôle 
E2C, infectées par le WNV aux MOI de 0,1 et 0,01. Les données présentées correspondent à la moyenne de 3 
expériences indépendantes. Les différentes conditions ont été comparées aux HEK 293T contrôle E2C infectées 
dans les mêmes conditions par un test de Mann-Whitney (ns). 

 

 

En complément de l’analyse de la charge virale par RT-qPCR, les surnageants de 

culture des cellules HEK 293T contrôle ou surexprimant les peptides, infectées par le WNV à 

une MOI de 0,01 pendant 24 et 48h, ont été titrés sur cellules Vero par la méthode en 

dilutions limites (Figure 16). Aucune diminution du titre viral n’a été constatée dans le 

surnageant des cellules surexprimant les peptides S100A8, S100A9 et S100A8/A9 en 

comparaison à celui du surnageant des cellules contrôle. Une tendance à l’augmentation a 

même été observée, notamment pour les cellules surexprimant S100A8.  
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Figure 16 : Titrage du surnageant de culture des cellules HEK 293T transduites pour surexprimer ou non 
S100A8, S100A9 et S100A8/A9 infectées par le WNV. Des cellules HEK 293T transduites avec des vecteurs 
viraux codant les peptides S100A8, S100A9 et S100A8/A9 ou un vecteur contrôle E2C ont été infectées par le 
WNV à une MOI de 0,01. A 24 et 48h post-infection, chaque surnageant a été titré sur cellules Vero par la 
méthode en dilutions limites impliquant la lecture de l’effet cytopathique à 4 jours. Le titre de la suspension a été 
calculé par la méthode de Kärber. Les données présentées correspondent à la moyenne et à l’écart type de 2 
expériences indépendantes.  

 

d. Effet antiviral direct des peptides S100 

Une évaluation des propriétés virucides des peptides S100 a été réalisée par une pré-

incubation de 2 h à 37°C d’un inoculum viral de 2,0 x 104 DICT50/mL du WNV (volume total 

de la suspension virale : 750 µL) en présence de S100A7, S100A8 et S100A8/A9 à la 

concentration finale de 10 µg/mL. Le titre infectieux résiduel de la suspension virale a ensuite 

été défini sur cellules Vero et comparé à celui obtenu pour la suspension virale non traitée. 

 

Le titre de la suspension virale, incubée sans peptide, était de 105,0 DICT50/mL. Lors 

de la pré-incubation en présence des peptides, le titre des suspensions virales était 

respectivement de 105,17 DICT50/mL en présence de S100A7, 105,33 DICT50/mL en présence 

de S100A8 et 105,17 DICT50/mL en présence de S100A8/A9 ne montrant donc aucune 

réduction par rapport à la suspension virale non traitée (Figure 17). 
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Figure 17 : Titrage d’une suspension de WNV après pré-incubation ou non en présence des peptides 
S100A7, S100A8 et S100A8/A9. Une suspension de 2,0.104 DICT50/mL de WNV a été pré-incubée 2 h, à 37°C, 
sous 5% CO2, en présence ou en l’absence de S100A7, S100A8 et S100A8/A9 à la concentration finale de 10 
µg/mL. Le titre a ensuite été mesuré sur cellules Vero par la méthode des dilutions limites impliquant la lecture 
de l’effet cytopathique à 4 jours. Le titre de la suspension a été calculé par la méthode de Kärber. Les données 
présentées correspondent à une seule expérimentation. 
 

e. Evaluation de l’action immunomodulatrice des peptides S100 sur la 

réponse inflammatoire du kératinocyte induite par le WNV 

L’activité immunomodulatrice des peptides S100 a été évaluée à travers la 

quantification, par RT-qPCR, de la transcription des ARN messagers codant un panel d’ISGs 

constitués de MX1, IFIT-2 et RSAD2 pour les cellules HaCat traitées par les peptides S100.  

 

L’expression des ARNm codant ces trois ISGs a été étudiée après 24 h d’infection des 

cellules HaCaT par le WNV à une MOI de 0,1, en présence ou en l’absence de S100A7, 

S100A8, S1009 et S100A8/A9, à la concentration finale de 10 µg/mL.  

 

Aucune modification de l’expression des 3 marqueurs étudiés n’était observée dans les 

cellules infectées en présence des peptides par rapport aux cellules HaCaT infectées non 

traitées (Figure 18).  
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Figure 18 : Analyse transcriptomique, par RT-qPCR, de l’expression de trois ISGs dans des cellules 
HaCaT infectées par le WNV en présence ou en l’absence de S100A7, S100A8, S1009 et S100A8/A9. Sont 
représentées les quantités relatives de transcrits codants MX1 (a), IFIT-2 (b) et RSAD2 (c) dans le lysat de 
cellules HaCaT infectées par le WNV à une MOI de 0,1 et incubées 24h en présence ou en l’absence des 
peptides à la concentration finale de 10 µg/mL. Le niveau d’expression des ISGs dans les cellules infectées par 
le WNV, traitées ou non par les peptides, a été comparé à celui mesuré dans des HaCaT non infectées et en 
absence de peptide. Les résultats sont exprimés en expression relative par rapport à deux gènes de ménage 
(GAPDH et 28S). Les données correspondent à la moyenne et à l’écart type de 2 expériences indépendantes. 

IV. Discussion 

Plusieurs publications ont décrit une majoration de l’expression des peptides de la 

famille S100 dans différents contextes d’infections virales. L’infection de kératinocytes 

primaires humains par le DENV induit ainsi l’expression de la psoriasine S100A7 tandis que 

cette induction, comme celle des ARNm codant la LL-37, la RNase 7, les IRF3 et -7, et les 

IFNs, était réduite en présence de protéines issues de la salive de moustique du genre Aedes. 

[135] De même, les concentrations en psoriasine S100A7 et en calprotectine S100A8/A9 

étaient augmentées dans les lésions génitales causées par les papillomavirus humains (HPV). 
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[131, 132] De plus, dans les cellules épithéliales infectées par HPV16, la calprotectine 

inactivait la caséine kinase II empêchant la phosphorylation et l’activation de l’oncoprotéine 

virale E7. [133] Il s’agit à ce jour de la seule démonstration d’une activité antivirale de la part 

d’un peptide de la famille S100. En complément, nos propres travaux ont montré une 

inhibition de l’expression de plusieurs peptides S100 lors de l’infection de kératinocytes 

humains par le WNV pouvant constituer un mécanisme d’échappement virologique à la 

réponse immunitaire innée cellulaire. 

Ces données de surexpression ou de répression des peptides S100 au cours de 

l’infection virale suggéraient un rôle potentiel de ces peptides dans la réponse antivirale 

cellulaire qui n’avait été que peu ou pas investigué jusqu’ici. Ce travail avait donc pour 

objectif de déterminer la capacité des peptides S100A7, S100A8, S100A9 et S100A8/A9 à 

inhiber la réplication du virus West Nile. Les résultats obtenus, que ce soit par ajout des 

peptides au cours d’une cinétique d’infection d’une lignée kératinocytaire ou par 

surexpression dans des cellules HEK génétiquement modifiées, n’ont pas permis de mettre en 

évidence de réduction significative de la charge virale dans la nappe cellulaire ou le 

surnageant de culture même si une tendance à la baisse était observée en présence de S100A9 

et de l’hétérodimère S100A8/A9. La pré-incubation virus-peptide avant mesure du titre 

infectieux résiduel n’a pas non plus révélé de propriétés antivirales des peptides S100. Enfin, 

l’étude de l’expression de plusieurs ISGs n’a pas montré de propriétés immunomodulatrices 

des peptides testés.  

L’existence d’une activité antivirale de molécules ayant la capacité à capter les ions 

Ca2+ (et les cations bivalents en général) était pourtant attendue. En effet, l’infection par le 

WNV provoque une augmentation de la concentration intracellulaire en ions Ca2+. Cet apport 

active différents processus cellulaires nécessaires à la réplication virale tels que les 

réarrangements du réticulum endoplasmique donnant naissance aux « usines à virus ». [136] Il 

déclenche également l’activation de plusieurs kinases, dont FAK (Focal Adhesion Kinase), la 

protéine-sérine kinase B alpha (Akt) et la kinase régulée par le signal extracellulaire 

(ERK1/2), qui ont un rôle anti-apoptotique prolongeant la survie des cellules infectées par le 

WNV. [136] Enfin, il avait été publié que le recours à des chélateurs des ions Ca2+ et à des 

inhibiteurs des canaux calciques limitant l’augmentation de la concentration intracellulaire en 

ions Ca2+ réduisait drastiquement la réplication virale et la durée de vie des cellules infectées. 

[137]  

En conclusion, les peptides S100A7, S100A8, S100A9 et S100A8/A9 n’ont montré, 

dans notre étude, aucun effet sur la réplication du WNV aux concentrations et aux MOI 
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virales testées. Il pourrait toutefois être intéressant de reproduire ces expériences à des 

concentrations en peptides plus importantes si les études de cytotoxicité le permettent. Des 

concentrations plus élevées ne seraient toutefois plus le reflet de ce qu’il se passe au niveau 

cutané, y compris dans un contexte inflammatoire 



 

81 

 

DISCUSSION GENERALE, CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Lors de l’infection par un arbovirus, la peau constitue le site d’inoculation du virus 

dans l’organisme et son premier site de réplication. Paradoxalement, la peau représente 

également la première ligne de défense face à l’infection. En effet, les kératinocytes de 

l’épiderme sont un composant essentiel de la mise en place de la réponse immunitaire innée 

antivirale. Ils sont capables de reconnaitre des structures particulières, spécifiques des 

pathogènes, les PAMPs, grâce à leurs nombreux récepteurs, les PRRs, parmi lesquels les TLRs 

et les RLRs (RIG-I like Receptor). La reconnaissance des PAMPs par les PRRs génère une 

réponse immunitaire innée dont les molécules effectrices sont constituées de cytokines, de 

chimiokines, d’ISGs et de PAMs. Les peptides antimicrobiens peuvent avoir une action 

directe sur les virus, par dégradation de la particule virale ou action sur son cycle de 

réplication, et indirecte, immunomodulatrice. Le kératinocyte humain synthétise plusieurs 

peptides antimicrobiens appartenant aux familles des cathélicidines (LL-37), des ß-défensines, 

des ribonucléases A et des protéines de la famille S100. Au cours de ce travail, nous nous 

sommes intéressés aux propriétés antivirales de la cathélicidine humaine LL-37, de la bêta-

défensine humaine de type 3 et des peptides S100A7, S100A8 et S100A9 vis-à-vis du virus 

West Nile, un arbovirus neurotrope émergent. 

La première partie de ce travail a été consacrée à l’évaluation des propriétés antivirales 

et immunomodulatrices de la LL-37 et d’hBD-3. En effet, aucune étude ne s’était jusqu’ici 

intéressée à l’activité antivirale de ces PAMs sur les arbovirus, en général, et sur le WNV, en 

particulier. LL-37 et hBD-3 ont été utilisées à des concentrations de 1 à 10 µg/mL, 

susceptibles de correspondre à la fois aux concentrations physiologiques (faible 

concentration) et inflammatoires (forte concentration) rencontrées in vivo. L’évaluation de 

l’activité immunomodulatrice à différentes concentrations devait également nous permettre 

d’explorer un éventuel effet paradoxal des PAMs, immunostimulateur ou immuno-inhibiteur 

en fonction des concentrations étudiées. Enfin, les kératinocytes étant permissifs à l’infection, 

le choix du critère d’évaluation de l’activité antivirale s’était porté sur le suivi de la charge 

virale dans la nappe cellulaire et le surnageant de culture de kératinocytes humains primaires 

infectés par le WNV en présence ou en l’absence des peptides. 
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Nos résultats ont montré une activité antivirale directe de la LL-37, à forte 

concentration (10 µg/mL), se traduisant par une réduction de la charge virale dans le 

surnageant des kératinocytes infectés et du titre d'un inoculum viral incubé en présence du 

peptide. En revanche, le traitement par hBD-3 n’a pas eu d’impact sur l'infection par le WNV 

aux concentrations testées. Cette seconde observation était inattendue car plusieurs 

publications antérieures avaient conclu à une activité antivirale des défensines par 

déstabilisation des bicouches phospholipidiques des enveloppes virales que ce soit du VIH-1 

ou de l’Herpes simplex virus de type 2. [117, 138-140] Néanmoins, ces manipulations avaient 

été réalisées à des MOI de 0,01, soit 10 fois inférieures à celle utilisée dans notre étude. Des 

expérimentations supplémentaires seront donc nécessaires pour conclure à l’absence de 

propriétés antivirales directes anti-WNV d’hBD-3. Elles devront inclure une modification de 

la proportion entre le nombre de particules virales et la quantité de peptide, ainsi des MOI 

virales plus faibles ou plus fortes pourraient être testées. De même, nous n’avons pas fait 

varier les conditions expérimentales de milieu (pH, concentration en NaCl, …) qui pourraient 

avoir un impact sur l’interaction virus-peptide.  

Les conséquences du traitement par chacun des deux peptides sur la réponse 

immunitaire innée du kératinocyte ont ensuite été évaluées dans le contexte de la stimulation 

par un ARN de synthèse bicaténaire, le poly (I:C), ou de l'infection par le WNV. L’expression 

de deux interférons de type I (IFN β-1) et de type 3 (IL-28A), de deux chimiokines (CCL-5 

pour les macrophages et les cellules NK et CXCL-8 pour les polynucléaires neutrophiles) et 

de trois ISGs (IFIT-1, OAS1 et RSAD2) avec des activités anti-arbovirus déjà connues a été 

monitorée. [141] Une augmentation significative de l’expression des 7 marqueurs 

inflammatoires aux niveaux transcriptomique et protéique a été observée en présence de 

chacun des deux peptides par rapport aux cellules stimulées ou infectées en leur absence. Ces 

résultats confirmaient les effets potentialisateurs de la LL-37 sur la réponse inflammatoire 

induite par le poly (I:C). En revanche, la mise en évidence du caractère pro-inflammatoire 

d’hBD-3 était contradictoire avec certaines données de la littérature où une concentration de 

10 µg/mL ne modifiait pas la réponse pro-inflammatoire de kératinocytes stimulés avec 

différents agonistes des TLRs (poly (I:C), LPS, antigènes de streptocoque). [142] Le recours à 

des cellules primaires issues de patients présentant des caractéristiques génétiques différentes 

est susceptible d’expliquer ces résultats discordants. Enfin, et surtout, nos résultats 

démontraient, pour la première fois, l’effet potentialisateur de la réponse inflammatoire du 

kératinocyte à l’infection par le WNV exercé par la LL-37 et la β-défensine humaine de type 

3. Ils suggèrent donc un rôle antiviral indirect potentiel de ces deux PAMs par majoration de 
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la réponse immunitaire innée antivirale du kératinocyte lors de l’infection. Ces propriétés 

immunomodulatrices viendraient s’ajouter, pour la LL-37, aux activités antivirales directes 

précédemment observées. 

Dans la seconde partie de ce travail, les expérimentations menées avec les peptides 

S100A7, S100A8, S100A9 et S100A8/A9 se sont, en revanche, révélées décevantes. L’apport 

exogène des peptides au cours de l’infection de kératinocytes ou le recours à des cellules 

génétiquement modifiées pour surexprimer les peptides d’intérêt n’a montré aucun impact 

significatif sur la réplication du WNV. En complément, aucun effet virucide des peptides 

S100 à la concentration de 10 µg/mL n’a été observé. En conclusion, les peptides de la famille 

S100 ne semblent pas avoir de rôle majeur dans la réponse antivirale du kératinocyte à 

l’infection par le WNV. 

 

Ce projet s’inscrivait dans un objectif, plus général, d’identification des molécules 

antivirales produites par les cellules de la peau et, notamment, les cellules résidentes, non 

spécifiquement immunitaires, telles que les kératinocytes de l’épiderme ou les fibroblastes du 

derme, en réponse à l’infection par les arbovirus. Il s’agissait d'étudier et de mieux 

comprendre la réponse antivirale cutanée afin de pouvoir ensuite l’exploiter pour lutter contre 

les infections à arbovirus. Parmi les acteurs de la réponse immunitaire innée cutanée, les 

PAMs occupent une place de choix. Ces molécules peptidiques de petites tailles, produites en 

grandes quantités par les kératinocytes, ont désormais des activités antibactériennes bien 

décrites. Ainsi, parmi les dernières molécules antibiotiques récemment approuvées par la 

Food and Drug Administration et désormais utilisées en thérapeutique, trois sont des PAMs : 

la daptomycine, la dalbavancine et la télavancine. [143] A l’inverse, la caractérisation de leurs 

activités antivirales potentielles est encore balbutiante. De plus, la formidable diversité des 

PAMs, présents dans le règne animal comme végétal, offre l’opportunité de tester un nombre 

quasi-infini de molécules pour tous types de virus, nus comme enveloppés, au-delà donc du 

cadre strict des arbovirus. Au sein même de la peau, il reste encore à finaliser l’investigation 

des propriétés des autres PAMs du kératinocyte et à s’intéresser aux peptides produits par les 

autres types cellulaires cutanés. Enfin, les PAMs dont l’activité antivirale est déjà décrite sont 

virucides, capables d’inactiver les particules virales infectieuses, ce qui tranche avec les 

thérapeutiques actuelles, toutes virostatiques. Il existe néanmoins un certain nombre de 

limitations à l’utilisation des PAMs en médecine. La méthologie employée pour évaluer leurs 

propriétés antivirales se heurte à deux obstacles : (i) la capacité des peptides ajoutés de façon 

exogène à la culture cellulaire à pénétrer dans la cellule cible et à faire ainsi preuve d’une 
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activité antivirale intracellulaire post-fusion ; (ii) la pertinence des peptides obtenus par 

synthèse chimique ou produits par des cellules procaryotes en comparaison à ceux synthétisés 

par les cellules humaines soumis à des modifications post-traductionnelles. Par la suite, une 

fois l’activité antivirale prouvée, l’utilisation en thérapeutique des peptides identifiés sera un 

autre défi. En effet, leur nature peptidique les rend inaptes à une administration par voie orale 

où ils seront purement et simplement digérés. Des modifications chimiques garantissant leur 

stabilité ou un mode de vectorisation devront être ainsi envisagés. De ce fait, l’utilisation 

comme topique est une piste séduisante car évitant une administration systémique, orale ou 

parentérale, du peptide à risque de dégradation ou d’effets indésirables principalement liés à 

l’immunostimulation, tout en permettant une action locale efficace. La cytotoxicité importante 

de certains peptides, comme la LL-37, constitue également un argument en faveur d’une 

administration locale. Néanmoins, cette voie d’administration s’entendrait davantage pour des 

infections virales provoquant des altérations localisées de la barrière cutanée, telles que les 

infections herpétiques, car une barrière cutanée intacte ne laissera vraisemblablement pas 

passer le peptide jusqu’au site d’infection. La recherche d’un traitement anti-herpétique 

virucide est d’autant plus pertinente que l’on ne dispose actuellement que de molécules 

virostatiques contre lesquelles émergent, encore marginalement, des mécanismes de résistance 

virologique.  

Concevoir des traitements efficaces contre les arbovirus constitue une priorité. Les 

populations vivant dans les zones endémiques et/ou épidémiques actuelles et futures vont 

représenter une part croissante de l’humanité du fait du réchauffement climatique élargissant 

les aires de distribution de leurs vecteurs. Une caractérisation approfondie des molécules 

effectrices de la réponse antivirale de la peau et de leur rôle pourrait offrir une meilleure 

compréhension des interactions hôte-arbovirus, pourquoi ces virus peuvent établir une 

infection et comment il sera possible de faire pencher la balance en faveur de l'hôte à leur 

premier point d'entrée et site de réplication initial, bien avant que la propagation systémique 

ne se produise vers les organes cibles, tels que le système nerveux central, le foie ou le fœtus, 

et avant que la réponse immunitaire adaptative ne se déclenche. Il s’agira alors de synthétiser 

de nouveaux analogues thérapeutiques contre l'infection ou des agonistes capables de stimuler 

spécifiquement la réponse antivirale soit localement, dans la peau, pour prévenir l'installation 

de l’infection à arbovirus, soit à l’échelle de l'organisme, pour renforcer la réponse 

immunitaire innée de l'hôte dans le cadre d'une infection déjà établie. Ces nouvelles stratégies 

antivirales conçues vis-à-vis de différents arbovirus actuels nous permettront de faire face aux 

futurs arbovirus qui ne manqueront pas d’émerger tôt ou tard. 
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Résumé : 

 

Le Virus West Nile (WNV) est un flavivirus neurotrope émergent responsable d’une 

infection contre laquelle il n’existe ni traitement ni vaccin. Transmis à l’Homme lors du repas 

sanguin du moustique vecteur, le virus est inoculé dans la peau où il infecte les kératinocytes 

de l’épiderme. L’arsenal défensif du kératinocyte humain inclut la synthèse de 9 peptides 

antimicrobiens dont l’activité contre le WNV n’a jusqu’ici jamais été étudiée.  

Au cours de ce travail, nous avons évalué les propriétés antivirales et 

immunomodulatrices de la cathélicidine humaine LL-37, de la bêta-défensine humaine de 

type 3 (hBD-3) et de deux peptides de la famille S100, la psoriasine S100A7 et la 

calprotectine S100A8/A9. Nos résultats ont montré une activité antivirale directe de la LL-37, 

à forte concentration (10 µg/mL), se traduisant par une réduction de la charge virale dans le 

surnageant des kératinocytes infectés et du titre infectieux d'un inoculum viral incubé en 

présence du peptide. En revanche, le traitement par hBD-3 n’a pas eu d’impact significatif sur 

l'infection par le WNV aux concentrations testées. Par ailleurs, une augmentation significative 

de l’expression de plusieurs marqueurs inflammatoires aux niveaux transcriptomique et 

protéique a été observée en présence de chacun des deux peptides par rapport aux cellules 

stimulées par un ARN bicaténaire de synthèse, le poly (I:C), ou infectées par le WNV en leur 

absence.  

Dans la seconde partie de ce travail, les expérimentations menées avec les peptides 

S100A7 et S100A8/A9 se sont révélées décevantes. L’apport exogène des peptides au cours 

de l’infection de kératinocytes ou le recours à des cellules génétiquement modifiées pour 

surexprimer les peptides d’intérêt n’a montré aucun impact significatif sur la réplication du 

WNV. En complément, aucun effet virucide des peptides S100 à la concentration de 10 

µg/mL ni immunomodulateur n’a été observé. 

En conclusion, ces résultats suggèrent un effet antiviral indirect de la LL-37 et d’hBD 

-3 par potentialisation de la réponse immunitaire innée du kératinocyte à l’infection. Ces 

propriétés immunomodulatrices viendraient s’ajouter, pour la LL-37, à une action directe par 

altération de la particule virale. En revanche, les peptides de la famille S100 ne semblent pas 

avoir de rôle majeur dans la réponse antivirale du kératinocyte à l’infection par le WNV.  

De façon générale, ce travail souligne les potentialités antivirales, encore méconnues, 

des molécules produites par la peau et les kératinocytes à la porte d'entrée et au site initial de 

réplication du WNV et des arbovirus dans l'organisme. 
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