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Résumé

Lors de ce travail, nous avons comparé deux modeles d’expositions répétées aux stress
UVB chez des kératinocytes immortalisés (N-hTERT) ou chez des kératinocytes normaux
(NHK).

Nous avons étudié apres les stress 1’apparition de marqueurs de sénescence (activité
SA B-gal, arrét de prolifération, expression de geénes associés a la sénescence) ou de
marqueurs de différenciation du kératinocyte (expression de marqueurs de différenciation
précoce ou tardive des kératinocytes). Nous avons montré et confirmé que le modéle sur N-
hTERT induisait une différenciation tardive et que le modele sur NHK induisait une
sénescence prématurée.

Afin de mieux caractériser les changements d’expression génique présents dans ces
deux modeles, nous avons réalis¢ une étude par PCR en temps réel sur carte microfluidique
spécialement congue pour permettre I’analyse de I’expression de 92 geénes associés a la
physiologie de la peau et de 4 genes de référence.

Enfin, nous avons également utilis¢ cette carte microfluidique pour étudier les
changements d’expression génique présents lors du photovieillissement de la peau et nous
avons compar¢ les résultats obtenus avec ceux obtenus dans les deux modeles de stress in

vitro.
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Introduction

1.1 Introduction générale

Le vieillissement est un phénomeéne inévitable qui nous fait passer de 1’état de
nourrisson a celui de retraité en passant par les étapes intermédiaires que sont 1’écolier,
I’¢étudiant et le travailleur. Pour cette raison, I’amélioration de la qualité¢ de vie des personnes
agées ainsi que la prévention des maladies liées a 1’age sont devenues les principales
attentions de la recherche sur le vieillissement. Parmi les différents modéles disponibles pour
¢tudier le vieillissement, la peau offre plusieurs avantages qui font d’elle un modele
particulierement intéressant. Premi¢rement, la peau est un organe facilement accessible,
permettant I’exécution de tests non invasifs. De plus, la peau constitue 1’organe le plus
important en taille de notre organisme et représente une barriére physique entre les organes
internes et les agressions environnementales parmi lesquelles on retrouve les radiations
ultraviolettes qui sont I’une des agressions les plus importantes puisqu’elles peuvent avoir un
impact sur le vieillissement de la peau. Enfin, lors du vieillissement d’un organisme, le taux
d’hormones circulant dans le sang subit une variation qui se refléte sur 1’état de vieillissement
de la peau. C’est pour ces raisons, confirmées par des résultats expérimentaux que Zouboulis
et al ont écrit que «la peau représentait le miroir du processus de vieillissement de
I’organisme humain », et ce, spécialement en ce qui concerne le vieillissement des os et des
tissus ¢lastiques (Makrantonaki and Zouboulis, 2007).

La peau est un organe possédant plusieurs structures et types cellulaires différents et
son vieillissement est complexe. En effet, le vieillissement de la peau est constitu¢ de deux
composantes qui sont étroitement liées. D’un coté, on retrouve le vieillissement intrinséque
possédant des origines génétiques et qui est caractérisé par une diminution de I’épaisseur du
derme et de 1’épiderme, ainsi que par une augmentation de la proportion de fibroblastes
sénescents. Le vieillissement intrinseéque est semblable au vieillissement des autres organes
(Wlaschek et al., 2001). De 1’autre coté, le vieillissement extrinséque dont les causes sont
environnementales est caractéris€é par une augmentation de 1’épaisseur du derme et de
I’épiderme associée a une augmentation du nombre de fibroblastes sénescents. Parmi les
causes environnementales responsables de ce type de vieillissement, on retrouve
principalement les rayons ultraviolets (UV), c’est pour cette raison que le vieillissement
extrinséque est également appelé « photo-vieillissement » (Wlaschek et al., 2001).

Les UV, méme s’ils ne représentent que 5 % des radiations émises par le soleil, sont
impliqués dans la plupart des pathologies liées aux expositions solaires. Ainsi, les principales
conséquences des UV sur la peau sont le développement de cancers cutanés et le
vieillissement de la peau.

1.2 Structure et fonction de la peau

La peau est ’organe le plus étendu de notre organisme puisqu’il possede une surface
de 'ordre de 1,5 a 2,0 m?, une épaisseur allant de 1 a 4 mm et représente approximativement
15% du poids total chez un homme adulte (Murphy, 1997). Sa fonction

1



Figure 1 : Représentation des différentes fonctions de la peau (Proksch et al., 2008).

Figure 2: Photographie d’un épithélium  pavimenteux  stratifié  kératinisé

(http://webcampus.fundp.ac.be/courses/MMEDB151/document/HG/HisGen/HG-Rev-StKA-004-0-b.htm).
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principale est de protéger I’organisme contre la perte d’eau et les agressions physiques,
chimiques et biologiques, telles que les blessures, les UV et les micro-organismes (Lippens et
al., 2009) (figure 1). La fonction de cette barriére est établie au cours de I’embryogenése
suivant un programme complexe et finement contr6lé de stratification.

A coté de cela, la peau assure également d’autres fonctions tout aussi importantes
comme la thermorégulation qui grace aux glandes sudoripares et a une augmentation du débit
sanguin dans les capillaires, permet la sudation. Une fonction sensorielle est ¢galement
présente via un grand nombre de récepteurs capables de ressentir la température, la pression,
la douleur et le toucher (Boulais and Misery, 2008). Toutes ces fonctions sont rendues
possibles grace a la présence de nombreuses structures élaborées qui permettent I’association
de tissus de diverses origines comme les tissus ¢€pithéliaux, vasculaires, musculaires ou
nerveux (Kanitakis, 2002).

Lorsqu’on observe la structure de la peau, on constate que celle-ci est constituée de
quatre structures différentes qui s’organisent de la surface vers la profondeur comme suit :
I’épiderme, la jonction dermo-épidermique, le derme et I’hypoderme. La structure de la peau
présente des variations suivant les régions du corps. Ces variations concernent 1’épaisseur qui
peut varier de 1 a 4 mm, la distribution des différents appendices épidermiques ou la densité
des mélanocytes. On retrouve également deux zones dépourvues de poils au niveau de la
paume des mains et de la plante des pieds alors que le reste du corps possede une pilosité
variée (Murphy, 1997). Du point de vue de I’embryogenése, 1’épiderme et ses appendices ont
une origine ectodermique alors que le derme posséde des origines mésodermiques.

1.2.1 L’épiderme

I s’agit de la couche la plus superficielle de la peau. L’épiderme est un épithélium
pavimenteux stratifié kératinisé qui se renouvelle constamment. Les cellules de 1’épiderme ne
sont alimentées par aucun vaisseau sanguin ni lymphatique, mais par diffusion a partir du
derme. On dénombre quatre types cellulaires différents présents dans I’épiderme : les
kératinocytes qui représentent 90 a 95 % de I’ensemble des cellules présentent dans
I’épiderme et qui possedent des origines ectoblastiques. Les 5 a 10 % de cellules restantes
sont divisées entre des mélanocytes provenant des crétes neurales, des cellules de Langerhans
provenant de la moélle hématopoiétique et des cellules de Merkel dérivant des cellules

souches de I’épiderme embryonnaire.

Les mélanocytes sont des cellules possédant un aspect étoilé ayant pour origine la
créte neurale. Avant de migrer vers I’épiderme ou ils vont produire la mélanine, les
mélanocytes subissent un processus complexe de prolifération, de survie et de différenciation
(Gray-Schopfer et al., 2007). De plus, les mélanocytes sont distribués de fagon homogene
parmi les kératinocytes basaux. Leur densité varie entre 500 et 2,000 cellules par mm? avec
un ratio de 1 mélanocyte pour 4 a 10 kératinocytes. La fonction des mélanocytes est la
synthese des mélanines, eumélanines, neuromélanines et phéomélanines. Parmi ces quatre
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composants, la mélanine est le principal pigment naturel de la peau et est produite via une
activité enzymatique avant d’étre stockée dans les mélanosomes. Ces derniers sont des
organelles cytoplasmiques ovoides ou sphériques possédant quatre étapes de maturation qui
vont de I’étape 1 a IV. En plus de leur role dans la pigmentation de la peau, les mélanines
possedent une importante fonction photoprotectrice qui protégera les kératinocytes de 1’effet
néfaste des UV. En effet, les mélanosomes matures vont étre transférés vers les kératinocytes
adjacents ou ils vont assurer une protection du noyau (Kanitakis, 2002).

Les cellules de Langerhans sont des cellules mobiles, dendritiques et présentatrices
d’antigénes qui sont présentes dans tout 1’épithélium et qui représentent 3 a 6 % des cellules
épidermiques. Elles ont pour origine la moélle osseuse et plus précisément les précurseurs
hématopoiétiques des cellules CD34". Les cellules de Langerhans sont capables de capter les
antigénes exogenes déposés sur la peau afin de les présenter a des cellules T inactives. Ce
n’est qu’une fois mises en contact avec 1’antigéne que les cellules de Langerhans sont
considérées comme actives (Girolomoni et al., 2002).

Les cellules de Merkel sont localisées dans la couche basale et constituent la
population cellulaire minoritaire de 1’épiderme. Leur fonction de mécanorécepteurs a été mise
en évidence suite a I’observation de nombreux contacts entre elles et des axones sensoriels
provenant du derme, formant ainsi des jonctions synaptiques. A coté de cela, les cellules de
Merkel interviennent également dans la fonction du toucher (Lacour et al., 1991).

1.2.2 La jonction dermo-épidermique

La jonction dermo-épidermique constitue I’interface entre le derme et 1’épiderme est
une lame basale synthétisée par les fibroblastes du derme et les kératinocytes basaux. Sa
fonction principale est de servir de support mécanique pour 1’adhésion de I’épiderme au
derme, mais également de controler les échanges métaboliques et le passage de nutriments
entre le derme et I’épiderme. De plus, cette jonction constitue une barriere importante qui
permet de réduire 1’invasion des tissus par des cellules tumorales (Hussein, 2005). Afin de
franchir cette barriere, les cellules tumorales doivent exprimer des métalloprotéinases
matricielles (MMP) qui dégraderont la matrice extra-cellulaire (Hussein, 2005).

1.2.3 Le derme

Le derme est un tissu de soutien compressible et €lastique qui est essentiellement
constitué d’un tissu conjonctif. Ce tissu conjonctif se compose d’une matrice extracellulaire
comprenant des fibres de collagénes de type I et III, des fibres élastiques et une substance
fondamentale amorphe. Les cellules qui composent le derme sont essentiellement des
fibroblastes dont le but est la synthése de tous les constituants de la matrice extracellulaire du
derme, mais également la synthése de métalloprotéinases qui dégradent cette matrice et de
leurs inhibiteurs (Kanitakis, 2002). Ceci permet de renouveler régulicrement la matrice
extracellulaire. En fonction de sa localisation, le derme présente une variation de



Figure 3 : Représentation des kératinocytes en différenciation, permettant la formation des
différentes couches présentes dans 1I’épiderme (Lippens et al., 2009).
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son ¢épaisseur. Par exemple, il est beaucoup plus épais au niveau de la plante du pied qu’au
niveau des paupieres.

D’un point de vue histologique, le derme est constitué de deux parties distinctes : le
derme superficiel et le derme profond. Le derme superficiel, également appelé papillaire
forme des projections ascendantes qui sont en alternance avec les prolongements
épidermiques. Cela augmente la surface de contact entre 1’épiderme et le derme et par la
méme occasion, augmente 1’adhérence entre ces couches. On y retrouve différents types
cellulaires comme les fibroblastes ou les mastocytes, mais également des terminaisons
nerveuses et des vaisseaux sanguins. Le derme papillaire est composé de fibres de collagéne
distribuées lachement et de fibres ¢lastiques disposées perpendiculairement a la jonction
épidermique. En ce qui concerne le derme profond, également appelé réticulaire, il se
compose d’un tissu dense de faisceaux de collagéne sans orientation particuliére et 1i€¢ a des
fibres ¢élastiques (McMillan et al., 2003).

1.2.4 L’hypoderme

L’hypoderme est un tissu conjonctif richement vascularisé qui constitue la couche la
plus profonde de la peau. On y retrouve également du tissu adipeux dont le rdle est la
protection thermique et mécanique ainsi que le stockage de 1’énergie sous forme de
triglycérides. Le principal type cellulaire présent dans 1’hypoderme est les adipocytes
(Kanitakis, 2002).

1.3 Les kératinocytes

Les kératinocytes représentent approximativement 90 % des cellules de 1’épiderme.
La différenciation ou cornification des kératinocytes est un processus complexe permettant la
mise en place de la couche cornée. En fonction de 1’état de différenciation des kératinocytes,
leur morphologie sera différente, induisant la formation de quatre couches cellulaires
distinctes qui sont la couche basale (stratum basale), épineuse (stratum spinosum), granuleuse
(stratum granulosum) et cornée (stratum corneum) (figure 3). Les kératinocytes sont
constamment renouvelés grace a une activité mitotique importante de la part des cellules
souches situées au niveau de la couche basale et se différencient progressivement jusqu'a
atteindre la couche cornée. Cet apport continuel en nouvelles cellules compense les pertes
dues a la desquamation et de maintenir une régénération constante de I’épiderme. En effet, la
couche cornée qui est la couche qui nous protége des agressions externes, est constituée de
cellules mortes qui desquament en permanence. Mais une division cellulaire continue comme
celle-ci augmente le risque de mutation et par la méme occasion 1’apparition de cellules
tumorales. Ce risque est d’autant plus grand que la peau est constamment soumise a diverses
agressions comme les UV par exemple. Un autre inconvénient est que la multiplication des
cellules entrainera inévitablement un vieillissement du tissu car les cellules saines ne peuvent
se répliquer qu'un nombre limité de fois avant d’entrer en sénescence (Blasco, 2005).



Figure 4 : Représentation de la couche cornée au cours des différentes étapes de son
évolution. L’initiation de cette couche commence au niveau de la couche épineuse dans
laquelle les protéines structurales de I’enveloppe sont synthétisées. Les transglutaminases 1 et
5 vont lier les protéines envoplakine et periplakine aux desmosomes et donc a la membrane
cellulaire. La seconde étape est une ¢étape de renforcement qui se déroule dans la couche
granuleuse. Cette étape fait intervenir les transglutaminases 3 et 1 afin d'associer des SPR (
small proline-rich proteins) a la loricrine. En plus de cela, des lipides sont attachés de maniere
covalente a I’enveloppe cornée. La dernicre étape est la desquamation dans laquelle la

transglutaminase 1 connecte certaines protéines a la structure de I’enveloppe (Candi et al.,
2005).
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Le cytosquelette des kératinocytes est essentiellement constitué de kératine qui est une
protéine fibreuse faisant partie de la famille des filaments intermédiaires. Actuellement, 54
kératines différentes ont été découvertes, caractérisées et classées (Moll et al., 2008). Chaque
kératinocyte exprime les polypeptides par paires de kératines, constitué d’une kératine acide
et d’une basique. Le type de kératine exprimé va dépendre de 1’état de différenciation de la
cellule observée. Par exemple, au sein d’un épiderme normal, les kératinocytes basaux
expriment essentiellement la kératine 5 et la kératine 14.

Au cours de leur déplacement entre la couche granuleuse et la couche cornée, la
concentration intracellulaire en Ca®" des kératinocytes augmentent. Cette augmentation
permet I’activation de transglutaminases qui lient entre elles les différentes protéines de
structure a I’intérieur de la membrane plasmique, permettant ainsi la formation de I’enveloppe
cornée (Lippens et al., 2009). Cette cornification prend jusqu'a deux semaines (figure 4).

Premiérement, la couche basale, située a I’interface dermo-épidermique, est la couche
a partir de laquelle les kératinocytes proliférent. Elle se compose d’une assise de cellules de
forme cubique, possédant une taille variant entre 6 et 10 um avec un noyau assez gros et un
cytoplasme basophile. Afin de permettre 1’ancrage des cellules perpendiculairement a la lame
basale tout en conservant 1’intégrité de la couche, de nombreuses structures d’ancrages
comme les hémidesmosomes (liant les kératinocytes a la lame basale) et les desmosomes
(liant les kératinocytes entre eux) sont présentes (figure 5) (Kanitakis, 2002). On retrouve au
sein de la couche basale de nombreuses cellules souches qui peuvent se diviser
continuellement et dont le but est de générer de nouveaux kératinocytes pour permettre le
renouvellement de la peau.

La couche épineuse est constituée de kératinocytes de forme polyédrique et est
généralement la couche la plus épaisse puisqu’elle contient cing a sept assises cellulaires. Le
nom de couche épineuse provient des nombreux desmosomes maculaires apparaissant sous
forme d’épines. Les desmosomes interviennent dans la liaison des cellules épithéliales entre
elles et permettent d’attacher les filaments intermédiaires de kératine a la surface cellulaire.
Cette association desmosome-filaments intermédiaires de kératine forme un vaste réseau
tridimensionnel dans I’épithélium. Les desmosomes sont constitués de deux protéines
transmembranaires qui sont la desmogléine et la desmocolline. Chacune de ces protéines est
dépendante du calcium pour effectuer leur fonction d’adhérence (Presland and Dale, 2000).

La couche granuleuse comporte deux a quatre assises de cellules plus aplaties. A
partir de cette couche, les grains d’Odland libérent leur contenu dans 1’espace intercellulaire.
A ce niveau-ci, les kératinocytes commencent progressivement a mourir, les organites et les
acides nucléiques sont completement détruits. Au méme moment, une enveloppe cornée
composée principalement d’involucrine et de loricrine apparait progressivement sur la face
cytoplasmique de la membrane. Lorsque les kératinocytes atteignent cette couche, le réseau
de filaments intermédiaires de kératine subit une évolution dans laquelle les kératines K5 et
K14 sont progressivement remplacées par K1 et K10.



Figure 5 : Représentation des différentes structures d’ancrage présentes chez un kératinocyte
(Suter et al., 2009).

Figure 6 : Représentation des différentes couches présentes dans 1’épiderme avec leurs
protéines spécifiques (Candi et al., 2005).
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La couche cornée représente le dernier stade de différenciation des kératinocytes et
constitue I’interface entre 1’air et les tissus, procurant une résistance contre les agressions
physiques et chimiques. La couche cornée se compose de cornéocytes qui sont des
kératinocytes morts complétement différenciés, de forme aplatie et dépourvu d’organites. Les
cornéocytes se composent principalement de filaments intermédiaires de kératine entremélés
dans une matrice de filaggrine et entourés de lipides insolubles. Chaque cornéocyte est attaché
a son voisin via des cornéodesmosomes qui proviennent de desmosomes modifié¢s durant la
cornification des kératinocytes (Candi et al., 2005). La dégradation des cornéodesmosomes
par des enzymes protéolytiques induit une perte continue de cellules a la surface de la peau,
c’est le phénoméne de desquamation (Serre et al., 1991). Pour compenser cette perte et ainsi
conserver l’intégrit¢ de la peau, les kératinocytes basaux fournissent constamment de
nouveaux kératinocytes.

1.4 Les protéines de la couche cornée

La couche cornée se compose de différentes protéines qui lui permettent d’assurer
correctement son maintien et sa fonction (figure 6).

Premicrement, la filaggrine qui provient de « filament aggregating protein », est le
produit d’un complexe protéique plus large, la profilaggrine (>400 kDa). Dans un premier
temps, la profilaggrine est hautement phosphorylée et s’accumule dans les granules de
kératohyaline présent dans les kératinocytes de la couche granuleuse. Au cours de la
cornification, la profilaggrine est déphosphorylée et clivée en plusieurs monomeres de
filaggrine (Resing et al., 1993). Comme dit précédemment, la filaggrine se lie a d’autres
protéines de I’enveloppe cornée afin d’y maintenir sa structure.

La filaggrine a la capacit¢ de s’associer avec les filaments intermédiaires et
notamment avec les filaments de kératine afin de former des agrégats dans lesquels les
filaments sont correctement alignés (Steinert and Marekov, 1995). Cependant, la filaggrine ne
s’associe pas avec les autres composants du cytosquelette. La formation des agrégats
filaggrine-kératine induirait un changement dans la forme cellulaire qui part d’une cellule
ovoide vers une cellule aplatie dans laquelle les filaments de kératines seraient alignés
parallélement a la surface de I’épiderme (Candi et al., 2005). A coté de cela, la filaggrine a un
temps de demi-vie assez court qui est de ’ordre de 6 heures et sa dégradation libérera des
acides aminés hydrophiles qui sont essentiels pour la rétention d’eau et donc I’osmorégulation
(Candi et al., 2005). Au niveau de la couche cornée, la filaggrine subit une déamination qui
aura comme effet un changement de la charge de la filaggrine qui va passer de basique a
neutre. Cette déamination est catalysée par des peptidylarginine déaminases (Tarcsa et al.,
1996). Ceci permet de couper les liens ioniques qui existaient entre la filaggrine et les
filaments de kératines, générant ainsi la dégradation de la filaggrine en acides aminés. La
présence de ces acides aminés permet la rétention d’eau et ’hydratation de la peau au sein de
la couche cornée (Sandilands et al., 2009) (figure 7).



Figure 7 : Représentation des différentes étapes de la formation de la filaggrine, ainsi que de
sa fonction. La profilaggrine est stockée dans les granules de kératohyalines et en réponse a
une augmentation de la concentration de Ca'", la profilaggrine est déphosphorylée et clivée en
monomere de filaggrine. Une fois libérés, les monoméres de filaggrine vont se lier aux
filaments de kératines permettant ainsi leur agrégation. Par apres, la filaggrine subira une
dégradation par plusieurs protéases libérant ainsi des acides aminés qui permettront
I’hydratation de la peau (Sandilands et al., 2009).
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La loricrine est exprimée dans la couche granuleuse est le principal composant de la
couche cornée puisqu’elle constitue entre 70 et 85 % de la masse totale de cette couche. La
fonction principale de la loricrine semble étre le renforcement de la couche cornée au niveau
de son cytoplasme par I’intermédiaire de liaisons loricrine — loricrine (Steinert and Marekov,
1995). Des liaisons loricrine — kératine et loricrine — filaggrine sont également présentes,
laissant suggérer qu’une partie des complexes constitués de protéines et de filaments
intermédiaires de kératine sont attachés a I’enveloppe cornée (Hohl et al., 1991).

L’involucrine est un composé trés important de la couche cornée puisqu’elle s’associe
a une variété d’autres protéines structurales de la couche cornée. Cela confirme 1’idée regue
que I’involucrine est un composé précoce de la formation de cette enveloppe et qu’elle fournit
une structure sur laquelle les autres protéines peuvent par aprés s’assembler (Candi et al.,
2005).

Les transglutaminases font parties d’une famille d’enzymes dont le rdle est
primordial pour la formation de I’enveloppe cornée. Les transglutaminases sont responsables
de la formation de ponts isopeptides trés stables qui induisent les caractéristiques de résistance
et d’insolubilité a la couche cornée (Candi et al., 2005). Elles sont entre autres impliquées
dans la synthése de la loricrine et de 1’involucrine, mais également dans la formation des
filaments intermédiaires de kératines. En absence de transglutaminase, le réseau filaggrine —
filament intermédiaire de kératines ne peut pas se former.

1.5 Les kératines

Les kératines sont le constituant principal des microfilaments intermédiaires présent
dans le cytoplasme des cellules épithéliales. Actuellement, la famille des kératines se
compose de 54 genes possédant chacun une fonction distincte dont 28 sont des kératines
épithéliales (Coulombe and Omary, 2002). La formation des filaments intermédiaires de
kératine fait intervenir deux types de kératines, les kératines de type I et les kératines de type
IT qui vont s’assembler en paires. Les kératines de type I qui comprennent les kératines K9 -
K20, K23 et K24 sont acides (pl inférieur a 5,5) et les kératines de types II incluant les
kératines K1 — K8 et K76 — K80 sont basiques ou neutres (pl supérieur a 6) (Coulombe and
Omary, 2002; Moll et al., 2008). Au cours de la différenciation des kératinocytes, chaque
couche cellulaire exprime une association de kératines qui lui est propre.

Les kératines exprimées au niveau de la couche basale et des cellules souches sont les
kératines K5 et K14. Ces kératines forment des filaments qui s’attachent aux desmosomes et
hémidesmosomes afin de permettre la stabilité physique de 1’épiderme ainsi que ses propriétés
d’imperméabilité (Moll et al., 2008). En plus de ces deux kératines, on retrouve é¢galement la
kératine K15 qui est spécifique aux cellules basales de 1’épiderme et des autres épidermes
stratifiés (Waseem et al., 1999). Lorsque la cellule quitte la couche basale,
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Figure 8 : Représentation du spectre ¢électromagnétique des radiations solaires (Svobodova et

al., 2006).
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K5 et K14 restent encore intégrées au cytosquelette de la cellule sur une petite période, a
I’opposé de K15 qui n’est restreint qu’a la couche basale (Waseem et al., 1999).

Le couple K6 — K16 est un marqueur de kératinocytes hyperprolifératifs et est induit
dans les 6 heures aprés une blessure, et ce, avant que la migration et la différenciation ne
commencent (Paladini et al., 1996). La kératine 17 est également activée apres une blessure,
et ce, apres 1’activation de K6 et K16. Cette kératine n’est pas normalement présente chez
I’adulte, mais est un constituant prédominant de I’épiderme feetal (Mazzalupo et al., 2003).
K17 peut également se fixer a une protéine adaptatrice qui est 14-3-3¢ afin d’influencer la
croissance cellulaire et la taille des kératinocytes de souris en régulant la synthése de
protéines (Moll et al., 2008). Ces trois kératines sont inductibles en cas de stress, blessure ou
inflammation et sont également exprimées dans les cas de carcinomes spinocellulaires (Moll
et al., 2008).

Une fois que les kératinocytes atteignent la couche épineuse, ils subissent un
changement dans I’expression de leurs kératines. Les kératines K5 et K14 sont remplacées par
les kératines K1 et K10 (Kanitakis, 2002). Ces kératines s’assemblent afin de former des
filaments denses qui vont fournir I’intégrité mécanique a I’épiderme. A coté de cela, les K10
ont un réle dans I’inhibition de la prolifération ainsi que dans 1’arrét du cycle cellulaire des
kératinocytes et leur perte induit une augmentation du renouvellement des kératinocytes
(Reichelt et al., 2004). La kératine K9 quant a elle, est spécifique aux kératinocytes de la
paume des mains et a la plante des pieds ou elle est exprimée en grande quantité alors que son
expression est plus limitée aux autres zones du corps (Moll et al., 2008). L’association de K9
avec K1 est le résultat d’un programme de différenciation spécifique qui résulte en un
mécanisme de renforcement particulier (Swensson et al., 1998).

1.6 Les UV et leurs conséquences

1.6.1 Le rayonnement solaire

Le soleil émet une énergie sous forme d'un rayonnement électromagnétique. Ce
rayonnement électromagnétique peut €tre décomposé en différentes catégories. Ainsi, le
spectre solaire se compose de 50 % de lumicre visible (400-800 nm) qui est essentielle a la
photosynthese et qui nous fournit la luminosité, de 45 % d’infrarouges (>800 nm) qui sont
responsables de 1’apport de chaleur et de 5 % de rayons UV (190-400 nm) (Svobodova et al.,
2006) (figure 8).

Parmi ces différents rayonnements, les UV sont les plus énergétiques et sont
responsables de la plupart des effets liés a une exposition aigiie au soleil (erythéme ou coup
de soleil, photovieillissement et cancer). Les UV ont été divisés en trois classes selon leur
longueur d’onde (Lippens et al., 2009) :



Figure 9: Formation de diméres pyrimidiques suite a 1’association de deux bases
pyrimidiques située sur un méme brin d’ADN exposé aux UV (Svobodova et al., 2006).
e A : formation de dimeres pyrimidines-cyclobutanes (CPDs).
e B : formation de pyrimidines (6-4) pyrimidone (6-4 PPs).
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e UVA 320-400 nm
e UVB 290-320 nm
e UVC 190-290 nm

L’énergie des rayonnements étant inversément proportionnelle a leur longueur d’onde,
les UVA sont les moins énergétiques alors que les UVC sont les plus énergétiques et par
conséquent, les plus nocifs via leur pouvoir mutagéne important (Lippens et al., 2009).
Toutefois, lorsque le spectre solaire atteint la terre, la couche d’ozone absorbe tous les UV
possédant une longueur d’onde inférieure a 310 nm. Grace a cela, seuls les UVA (90-99 %) et
une partie des UVB (1-10 %) traversent la couche d’ozone, limitant ainsi I’agressivité des UV
sur notre organisme (Verschooten et al., 2006). Au niveau de la pénétration de ces rayons
dans la peau, les UVB pénétrent dans I’épiderme et atteignent la partie supérieure du derme
alors que les UVA peuvent atteindre les couches inférieures du derme (Svobodova et al.,
20006).

En photobiologie, le Joule est I'unité énergétique la plus fréquemment utilisée pour
exprimer la quantit¢ d’énergie lumineuse ou la quantité d’énergie présente dans un
rayonnement (Hussein, 2005). Le Joule est la quantité d’énergie nécessaire pour augmenter
d’un degré Celsius un gramme d’eau. Lorsqu’une énergie lumineuse est appliquée sur la peau,
on parlera de dose qui sera exprimée en Joule par cm? Par contre, le taux de radiation
ultraviolet qui est fourni est nommé intensité est se quantifie en W/cm?. De plus, la dose et
I’intensité peuvent étre reliées selon I’équation suivante :

Dose (J/cm?) = Intensité (W/cm?) x Temps d’exposition (Hussein, 2005).

1.6.2 Dommages induits par les UV

1.6.2.1 Dommages directs a ’ADN

Le spectre d’absorption de I’ADN couvre a la fois les UVB et les UVC, mais les UVC
étant retenus par la couche d’ozone, les UVB sont les seuls rayons capables de provoquer des
dommages directs a I’ADN (Greenlee et al., 2001) (Ichihashi et al., 2003). Les dommages les
plus fréquents induits par les UVB sont la formation de liens covalents entre deux bases
pyrimidiques situées 1’'une a c6té de 1’autre sur le méme brin d’ADN, formant un dimere de
pyrimidines. Suivant la nature du lien, on distingue les dimeéres pyrimidines-cyclobutanes
(CPDs) (70-80 % des mutations) ou les pyrimidines (6-4) pyrimidone (6-4 PPs) (20-30 % des
mutations) (figure 9) (Matsunaga et al., 1991). La réplication de ces dommages s’ils ne sont
pas réparés, induira une augmentation des mutations sur I’ADN, ce qui peut a moyen ou long
terme mener au développement de cancers cutanés. Il a été calculé que le nombre de CPDs
formés dans une cellule basale épidermique suite a une exposition de 60 minutes en été et sur
le temps de midi (Kobe, Japon) était approximativement de 100 000 par cellule (Ichihashi et
al., 1998). Les pyrimidines (6-4) pyrimidone semblent étre moins mutagenes que les CPDs
puisque leur réparation est plus efficace. Nakagawa et son équipe ont montré que 90 % des
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Figure 10 : Représentation des dommages induits dans la cellule en fonction du type d’UV
(Hiraku et al., 2007).
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pyrimidines (6-4) pyrimidone sont réparés 3 heures apres I’irradiation (Nakagawa et al.,
1998).

Les mutations dérivées des UVB ont une signature bien particuliere sur I’ADN, qui est
une transition sur les sites pyrimidiques TC = TT et CC = TT sur les sites dipyrimidiques.
Les mutations sur le géne p53 semblent avoir une incidence importante des cancers cutanés
induits par les UVB (Ziegler et al., 1994).

1.6.2.2 Réaction de photosensibilisation

Les UV émettent une énergie sous forme de photons qui peuvent étre absorbés par des
molécules photosensibles. On peut distinguer deux grands types de mécanismes. Le
mécanisme de type I qui interagit directement avec sa cible via un transfert d’électron et le
mécanisme de type II qui génére des radicaux libres dérivés de 1’oxygeéne (ROS) suite a un
transfert d’énergie a I’oxygéne (Ichihashi et al., 2003) (figure 10).

Le mécanisme de type I implique une réaction directe via un transfert d’électron entre
une molécule photosensible excitée et I’ADN. Cette réaction est indépendante de 1’oxygene,
mais fait intervenir le potentiel d’oxydation de I’ADN (la guanine qui posséde le potentiel
d’oxydation le plus faible sera préférentiellement oxydée) et celui de réduction de la molécule
photosensible excitée (Hiraku et al., 2007). En plus d’induire des mutations sur la guanine, le
mécanisme de type I induit principalement la formation de 8-hydroxydeoxyguanine parmi
d’autres lésions possibles (Svobodova et al., 2006).

Le mécanisme de type II implique un transfert d’énergie entre une molécule
photosensible excitée et 1’oxygeéne, ce qui va générer I’apparition des différents radicaux
libres dérivés de 1’oxygene (ROS), molécules hautement réactives qui interagissent avec les
différents constituants cellulaires avec comme cible privilégiée I’ADN. Parmi les ROS, sont
repris les especes radicalaires ou non qui dérivent de I’oxygene : le radical hydroxyle (OH),
I’anion superoxyde (O,") qui est produit en plus petite quantité suite a la dismutation du
peroxyde d’hydrogene, 1’oxygene singulet (O;") qui est un oxydant trés puissant possédant un
temps de demi-vie assez long et le peroxyde d’hydrogene (H,0O,) qui n’est pas capable de
produire des dommages seuls. Pour y arriver, la présence d’un métal cationique (fer ou
cuivre) est nécessaire afin de générer des radicaux hydroxyles par une réaction de Fenton
(Svobodova et al., 2006). Les ROS pourront ensuite interagir avec les différents constituants
cellulaires et y provoquer des lésions. Les macromolécules comme les lipides, acides
nucléiques ou protéines sont les cibles préférentielles des ROS (Bickers and Athar, 2006) .
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Figure 11 : Représentation du mécanisme de réparation des dommages a I’ADN NER
(Nucleotide Excision Repair) avec ses deux voies : GGR (Global Genome Repair) et TCR
(Transcription Coupled Repair). La premiere opération est la reconnaissance du dommage a
I’ADN avant I’ouverture du brin. L’ADN endommagg sera ensuite excisé, suivi de la synthése
d’un nouveau brin et de sa ligation (Hoeijmakers, 2009).
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1.6.3 Systémes de défense
1.6.3.1 Réparation de ’ADN

L’ADN est la seule molécule biologique présente en une seule copie au sein de la
cellule et son intégrité repose sur des mécanismes de réparation trés compétents. En effet, les
dommages a I’ADN non réparés peuvent mener a la formation de cancers ainsi qu’au
vieillissement de 1’organisme. Il existe trois sources qui sont responsables des dommages.
Premicrement, des réactions spontanées résultant de la nature chimique de I’ADN peuvent
créer des déaminations (Lindahl, 1993). Deuxieémement, les ROS peuvent également induire
des dommages a I’ADN. Finalement, I’ADN peut étre endommagé par des agents exogenes
chimiques et physiques (UV, radiations v, etc). Pour une revue : (Hoeijmakers, 2009).

Afin de conserver I’intégrit¢ de I’ADN, la cellule posséde une large gamme de
systtmes de réparation qui sont spécifiques a un type de dommage bien précis. On y
retrouvera les recombinaisons homologues et non homologues qui peuvent réparer les 1ésions
provenant de cassures double brin, mais également le systéme de Nucléotide Excision Repair
(NER) qui peut supprimer les dommages importants induisants une distorsion de I’ADN ou
empéchant la transcription et qui sont typiques des UV (Sancar, 1995).

Le systéme NER peut étre divisé en deux voies distinctes (figure 11) en fonction de la
reconnaissance des lésions. Le Global Genome Repair (GGR) intervient lors de réparation
impliquant une distorsion de I’ADN peu importe sa localisation dans le génome et est
initialisé par des protéines de reconnaissance des lésions telles que XPC (Mitchell et al.,
2003). Le Transcription Coupled Repair (TCR) est quant a lui actif sur les Iésions induisant
un blocage de I’ARN polymeérase II sur le brin en cours de transcription (Hoogstraten et al.,
2008) et reconnait les lésions grace aux protéines CSA et CSB. A partir du moment ou la
Iésion est reconnue, que ce soit, I’une ou I’autre voie, le systtme NER fonctionne toujours de
fagon identique : ouverture de I’ADN et vérification de la Iésion ; excision d’un brin d’une
taille de 25 a 30 nucléotides contenant ’ADN endommag¢ ; synthése d’un nouveau segment
d’ADN et ligation, le tout faisant intervenir une trentaine de protéines différentes.

1.6.3.2 Protection contre les stress oxydatifs

Pour se protéger des dommages oxydatifs, plusieurs mécanismes antioxydants existent
au sein de la cellule afin de la protéger :

e Conversion de I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene via la superoxyde
dismutase.

e Conversion du peroxyde d’hydrogene en eau via la catalase.

e Réduction du peroxyde d’hydrogéne et des hydroperoxydes avec une
régénération du glutathion via les glutathion réductases et peroxydases
(Bickers and Athar, 20006).
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1.6.4 Les cancers cutanés

Les dommages générés par les UV, peuvent s’ils ne sont pas correctement réparés,
induire des mutations pouvant mener a des cancers cutanés (Ichihashi et al., 2003). Il y a
actuellement, un cancer sur trois qui est un cancer de la peau avec plus d’un million de
cancers cutanés déclarés chaque année aux Etats-Unis (avec une proportion de 80 % de
carcinomes basocellulaire (BCC), 16 % de carcinomes épidermoides (SCC) et de 4 % de
mélanomes) (Bikle, 2008). Cette augmentation des cancers cutanés peut s’expliquer par
différents facteurs parmi lesquels on retrouve le changement dans les habitudes de vie ou le
bronzage prend de plus en plus d’importance et la destruction de la couche d’ozone qui laisse
des lors passer plus de rayons UV.

Les cancers cutanés peuvent étre divisés en deux catégories : les mélanomes d’un coté
et les cancers de la peau ne dérivant pas de mélanomes (Non Melanoma Skin Cancer ou
NMSC) de l’autre. Parmi ces NMSC, on retrouve principalement des carcinomes
basocellulaires (Basal Cell Carcinomas ou BCC) ainsi que des carcinomes épidermoides
(Squamous Cell Carcinomas ou SCC), provenant de déréglements au niveau des
kératinocytes. Des mutations induites dans le géne p53 sont réguli¢rement retrouvées comme
facteur déclencheur de cancers BCC et SCC (Lacour, 2002). Pour lutter contre les cancers,
I’arrét du cycle cellulaire ainsi que I’apoptose sont les principaux mécanismes de défense que
possede la peau (Fesik, 2005).

1.6.4.1 Les mélanomes

En raison de leur propriété invasive plus importante que les autres cancers, les
mélanomes représentent une menace sanitaire trés importante. A un stade précoce, les
mélanomes peuvent étre soignés par chirurgie, mais une fois que le stade métastatique a été
atteint, il est extrémement difficile de le traiter. Suite a une mutation, les mélanocytes peuvent
échapper a la régulation induite par les kératinocytes (Gray-Schopfer et al., 2007), proliférer
et former des naevi qui sont bénins. Il existe deux phases différentes de croissance chez les
naevi qui sont la phase de croissance radiale (RGP pour radial growth phase) qui constitue
une lésion intraépidermique et la phase de croissance verticale (VGP pour vertical growth
phase). Les naevi de la VGP proviennent de naevi de la RGP qui ont progressé vers un stade
beaucoup plus dangereux dans lequel les cellules ont développé un potentiel métastatique
avec la possibilité d’envahir le derme. Le développement d’un mélanome n’est pas ordonné,
les mélanocytes peuvent directement entrer dans 1’'une des deux phases voir directement
former un mélanome malin métastatique (Miller and Mihm, 2006).

Les mélanomes peuvent étre divisés en quatre sous catégories. Le lentigo maligna qui
se développe avec 1’age et que 1’on retrouve dans les régions du corps exposées au soleil. Ces
mélanomes ont une forme aplatie et sont associés aux expositions fréquentes au soleil. Les
mélanomes nodulaires, constitués de nodules sans aspect aplati. Les régions de la paume et de
la plante développent plus facilement des ALM (acral lentiginoud melanoma) qui sont un type
de mélanome indépendant des UV. La quatriéme catégorie, qui est la plus commune est le
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Figure 12 : Représentation des caractéristiques d’une peau jeune, agée et photoagée. La peau
jeune possede une quantité équitable des différents éléments la composant. La peau agée
(vieillissement intrinséque) présente une diminution d’épaisseur du derme et de 1’épiderme
accompagné d’une réduction des composants de la matrice extracellulaire a morphologie
sénescente des fibroblastes. La peau photoagée (vieillissement extrinséque) présente un
épaississement du derme et de D’épiderme ainsi qu’une distribution hétérogene des
mélanocytes (Wlaschek et al., 2001).
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mélanome superficiel (SSM pour superficial spreading melanoma). Il est de forme aplatie et
provient de coups de soleil importants (Gray-Schopfer et al., 2007).

1.6.4.2 Les carcinomes

Les carcinomes représentent la grande majorité des cancers. Ces cancers ont un
meilleur pronostic de guérison, mais présentent un risque de récidive trés important. Il y a
approximativement 200 000 nouveaux cas de SCC diagnostiqués chaque année aux Etats-
Unis avec moins de 1 % de morts. Les tumeurs SCC dérivent de kératinocytes déja
différenciés. Les BCC quant a eux, seraient le résultat de la transformation d’une cellule
basale épidermique, d’un follicule pileux ou d’une glande sébacée (Hussein, 2005). La
différence qui existe entre les BCC et SCC est leur développement. Les BCC se développent
spontanément alors que les SCC proviendraient d’un processus plus complexe faisant
intervenir plusieurs étapes. La cause principale du développement de ces cancers est une
exposition répétée aux UV. L’un des événements précurseurs du développement de ces
cancers est la mutation du géne p53 qui fait de lui un bon marqueur de risque pour le
développement de cancers (Boukamp, 2005). Il a été avancé que plus de 90 % des SCC et
plus de 50 % des BCC ont un geéne p53 muté (Brash et al., 1996). Les BCC se situent en
grande majorité au niveau de la téte et du cou bien que 1’on peut en trouver sur d’autres
régions du corps. Leur phénotype est assez varié, allant d’une petite tdche rouge ou blanche a
un bouton en relief de couleur rougeatre. Les SCC quant a eux se situent principalement sur
les régions exposées au soleil que ce soit la téte, les avant-bras ou autres. Leur aspect est une
sorte de crolite blanchatre qui s’épaissit progressivement jusqu'a former une plaie irréguliere.

1.7 Le photovieillissement

La peau comme tout autre organe subit un vieillissement progressif au cours des
années (vieillissement intrinseéque), mais en plus de cela, la peau est exposée aux agressions
extérieures comme les UV, ce qui a long terme sera responsable du photovieillissement
(vieillissement extrinseque), principalement suite a la génération de dommages dans le derme
(Wlaschek et al.,, 2001). Ces deux types de vieillissement causent principalement une
réorganisation des fibres de la matrice extracellulaire du derme.

En comparaison avec une peau jeune, une peau photodgée est caractérisée par un
¢paississement du derme et de ’hypoderme (figure 12). De plus, les éléments constituants le
derme sont désorganisés, impliquant une perte de fonction. Les fibroblastes du derme
présentent une morphologie sénescente. Les mélanocytes quant a eu sont distribué de maniére
hétérogene, induisant la formation de « tache de vieillesse » (Wlaschek et al., 2001).
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Figure 13 : Représentation des trois phases de Hayflick. La phase I correspond a la mise en
culture des cellules ; la phase II est la période de réplication exponentielle de la culture et la
phase III représente le moment ou les cellules arrétent de se diviser tout en conservant un
métabolisme actif (sénescence) (Shay and Wright, 2000).

Figure 14 : Mise en évidence de la longueur des télomeres de lymphocyte T en utilisant la
technique QFISH. En A, les télomeéres sont courts et proviennent de lymphocytes T pré-
sénescents. En B, les cellules expriment la sous-unit¢é hTERT, leur permettant de conserver
des télomeres de taille importante (Rufer and Nabholz, 2003).



Introduction

1.8 La sénescence

En 1961, Léonard Hayflick a mis en évidence qu’une culture de cellules humaines
possédait une capacité limitée a se diviser, apreés quoi, les cellules deviennent sénescentes. Ce
phénomene est depuis connu sous le nom de limite de Hayflick ou sénescence réplicative
(Hayflick and Moorhead, 1961). Il démontra que la culture de fibroblastes humains pouvait se
répartir en trois phases (figure 13). La phase I correspondant a la mise en culture des cellules,
la phase II est la période durant laquelle les cellules se répliquent continuellement et la phase
IIT constitue la phase a laquelle les cellules arrétent de se diviser tout en restant
métaboliquement active (sénescence) (Hayflick and Moorhead, 1961). Ce phénoméne marque
I’une des grandes différences qu’il existe entre une cellule humaine saine et une cellule
cancéreuse qui peut se répliquer indéfiniment. Il a été mis en évidence par aprés que le
mécanisme responsable de cette sénescence réplicative était le raccourcissement des
télomeres et que 1’arrét du cycle cellulaire se produisait principalement en phase G1/S. Une
fois entrées dans un état sénescent, les cellules conservent un métabolisme actif et peuvent
rester viables pendant quelques mois (Jeyapalan and Sedivy, 2008).

1.9 Les marqueurs de la sénescence

La majorit¢ des cellules sénescentes possédent une série de caractéristiques qui
permettent de les différencier des cellules prolifératives. Parmi ces caractéristiques, on
retrouve le raccourcissement des télomeres, I’arrét du cycle cellulaire, une morphologie
étalée, un changement d’expression génique et protéique, une surexpression d’inhibiteurs de
kinase dépendantes de cyclines et une activité de la B-galactosidase associée a la sénescence
(Blackburn, 2005; Dimri et al., 1995; Jeyapalan and Sedivy, 2008). In vivo, on observe une
augmentation de I’expression de pl16™~* dans 1’épiderme de donneur agés (Sandhu et al.,
2000) ainsi qu’une augmentation de I’activé de la B-galactosidase associée a la sénescence
(Dimri et al., 1995).

1.9.1 Le raccourcissement des télomeéres

Les télomeres sont situés aux extrémités des chromosomes (figure 14). L’ADN
télomérique est constitué entre 5 000 et 12 000 répétitions en tandem de la séquence 5° —
TTAGGG — 3’. La présence de ces répétitions fournit un grand nombre de sites de liaison
pour les protéines télomériques organisées en une structure appelée « télosome ». La fonction
de ce télosome est de protéger le génome contre tout événement qui pourrait y induire une
instabilité. Parmi ces événements, on peut citer la fusion entre deux télomeres ou d’un
télomere avec une extrémité cassée d’ADN, la dégradation de I’extrémité d’un chromosome
ou des recombinaisons inappropriées. Tous ces événements pourraient avoir des conséquences
importantes sur I’intégrité¢ du génome (Blasco, 2005).
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Figure 15 : Représentation d’une télomérase en action, avec sa partie catalytique (hTERT) et

sa partie comprenant un ARN complémentaire a la séquence télomérique.
http://barleyworld.org/css430_09/lecture%207-09/figure-07-25.JPG
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Lors de chaque division cellulaire, la taille des télomeéres subit un raccourcissement
qui va de 50 a 200 nucléotides (Rufer and Nabholz, 2003). Ce phénoméne provient du fait que
lors de la réplication de I’ADN, I’ADN polymérase est incapable de répliquer entierement les
extrémités des chromosomes. Ceci est di au fait que I’ADN est répliqué dans le sens 5’ vers
3’ a partir d’une amorce d’ARN. Il y a donc formation d’une fourche de réplication a partir de
laquelle un brin continu et un brin discontinu sont synthétisés. Les brins discontinus
¢galement appelés fragments d’Okazaki sont a chaque fois initiés par une amorce d’ARN qui
sera remplacée par de 'ADN a I’exception de la premic¢re amorce qui est localisée a
I’extrémité du chromosome. De ce fait, a chaque division de la cellule, les extrémités du
chromosome se raccourcissent. Lorsque la taille des télomeéres atteint une longueur critique,
ils semblent étre reconnus comme dommages a I’ADN, induisant I’arrét du cycle cellulaire et
donc une sénescence réplicative (de Lange, 2002).

La longueur des télomeres peut étre maintenue constante via la télomérase qui est une
ribonucléoprotéine transcriptase inverse capable d’ajouter des séquences télomeriques aux
extrémités 3° (Blackburn, 2005) (figure 15). Cette enzyme se compose de deux unités
essentielles a son fonctionnement. La premicre est la sous-unité catalytique TERT (telomerase
reverse transcriptase), également appelée hTERT chez ’homme. La seconde est un ARN
possédant une séquence complémentaire a la séquence 5° — TTAGGG — 3’ et qui agit comme
matrice lors de la synthése des nouvelles séquences télomériques. Ce composant est nommé
TERC (telomerase RNA component) (Blackburn, 2005). La matrice d’ARN est
constitutivement exprimée dans la plupart des cellules somatiques humaines alors que la sous-
unité catalytique ne 1’est pas, on ne la retrouve exprimée que dans les cellules germinales ou
les cellules cancéreuses. De ce fait, ’activité¢ de la télomérase dépend de la présence ou de
I’absence de hTERT (Rufer and Nabholz, 2003). Le maintien de la longueur des télomeres par
la télomérase est essentiel a I’immortalisation et au développement de tumeurs (Shay and
Wright, 2006).

L’introduction du gene hTERT dans des cellules présénescentes permet de maintenir
la taille de leurs télomeres et par la méme occasion de fournir un potentiel de réplication
illimité a ces cellules (Bodnar et al., 1998). Mais, ceci n’est pas applicable a tous les types
cellulaires et notamment aux kératinocytes pour lesquels, I’expression de hTERT n’est pas
suffisante pour induire I’immortalisation (Dickson et al., 2000).

1.9.2 L’arrét du cycle cellulaire
1.9.2.1 p16™¥4

Le cycle cellulaire est divisé en quatre phases distinctes que sont la phase G1, S, G2 et
M. De plus, ce cycle est régulé par la synthese et la destruction de cyclines qui s’associent a
des kinases cycline-dépendantes (CDK). En effet, la transition d’une phase du cycle cellulaire
vers la suivante nécessite I’activation et 1’inactivation chronologique d’une famille de CDK
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Figure 16 : Représentation de la régulation du cycle cellulaire par p2 , pl et p53
qui vont agir sur les couples cyclines/CDK et permettre ou non a la cellule d’entrer dans la
phase suivante du cycle (Johnson and Walker, 1999).
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(CDK 1 a 7). La protéine pl6™"*, ainsi que p21"*"' sont des inhibiteurs de kinases cycline-
dépendantes (CDKI) possédant une fonction importante dans la régulation du cycle cellulaire
puisqu’elles peuvent arréter le cycle a certains points de controles, les « checkpoints » (Pavey
et al., 2001).

Le complexe cycline D — CDK 4 ou CDK 6 qui phosphoryle la protéine de
rétinoblastome (pRb) est inhibé par de petits peptides dérivés de pl6™~*. Ces peptides de 20
acides aminés peuvent se lier a CDK 4 ou CDK 6, inhiber I’activation du complexe cycline D
— CDK 4/CDK 6 en prenant la place de la cycline D sur le site actif et bloquer la progression
du cycle cellulaire en phase G1/S (figure 16). pRb joue un réle trés important dans la
régulation de la progression de la phase Gl et est une cible privilégiée des mécanismes
régulant le cycle cellulaire (Johnson and Walker, 1999).

Le geéne de p16™5* se trouve sur le chromosome 9p et plus précisément sur le locus
INK4a/ARF qui code pour trois protéines : p12, pl4™*F et p16™** (Chaturvedi et al., 2003).
En fonction du stimulus regu par la cellule, un épissage alternatif de I’ARN messager
permettra la synthése d’une des trois protéines. 16™54 est surexprimé chez des kératinocytes
atteignant un état de confluence, leur conférant les caractéristiques d’une sénescence
prématurée (Chaturvedi et al., 1999). A coté de sa fonction dans la sénescence prématurée, on
observe une augmentation de 1’expression de pl16™<* et de son association avec CDK 4 et
CDK 6 avec I’age. Cette augmentation a été détectée dans une grande variété de tissus et
provient principalement d’une augmentation transcriptionnelle (Jeyapalan and Sedivy, 2008).

1.9.2.2 p21V4¥1/p53

Parmi les autres protéines régulant le cycle cellulaire, le couple p21V4*!/p53 joue un
role important. En effet, p21™"" est une CDKI dont I’expression est induite par le facteur de
transcription p53. En plus de son role d’inhibiteur du cycle cellulaire, p21"*"" peut interagir
avec PCNA qui intervient dans la réparation de I’ADN ainsi que dans son ¢longation (Li et
al., 1994). En cas de dommage 4 I’ADN, p53 active I’expression de p21"*" en se liant a son
promoteur. Une fois transcrit, p21"*"" peut inhiber le cycle cellulaire de deux fagons
différentes. Soit en agissant sur des complexes cycline/CDK, soit en interagissant avec PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) afin d’empécher la synthése de ’ADN (Johnson and
Walker, 1999). p21WAF'lest donc un facteur important de la réponse p53 en cas de dommage a
1’ADN puisqu’il peut arréter le cycle cellulaire sans interférer avec la réparation de ’ADN. A
coté de cela, il a été observé une accumulation de p21WAF'1 dans les cellules sénescentes,
laissant suggérer une implication dans le phénomene du vieillissement (Noda et al., 1994).
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Figure 17 : Courbe de croissance des kératinocytes avec la phase de croissance, le plateau de
sénescence et la phase d’émergence.
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1.9.2.3 p27%*

p27%" est une autre protéine intervenant dans la régulation du cycle cellulaire, qui
ressemble trés fortement a p21"2F! (44 % d’homologie de séquence) et qui est activée en cas
d’inhibition de contact, par privation de sérum ou par le TGF-B, et induit un arrét du cycle
cellulaire en phase G1. En s’associant avec les complexes cycline/CDK, p27*" empéche la

phosphorylation des kinases et par la méme occasion, leur activation (Kwon et al., 1996).

1.9.3 L’activité de la B-galactosidase associée a la sénescence

L’activité de la B-galactosidase associée a la sénescence (SA [B-gal) est largement
utilisée comme biomarqueur de la sénescence réplicative. La [-galactosidase est une
hydrolase lysomale eucaryote dont le pH optimal est de 4,0. Sa fonction est de cliver les
résidus P-galactosides d’une grande variété de substrats en monosaccharides (Kurz et al.,
2000). En 1995, Dimri et son équipe ont montré que la B-galactosidase pouvait également
étre détectée a pH 6,0 dans une culture de fibroblastes humains sénescents. Cette activité en
phase de sénescence peut étre clairement différenciée de D’activité lysosomale classique
(Dimri et al., 1995). Il a également été mis en évidence que cette activité a pH 6,0 permettait
I’identification de fibroblastes et de kératinocytes sénescents dans des biopsies de peau
provenant de donneurs agés. Plus 1’age du donneur était élevé, plus le nombre de cellules
positives a 1’activité de la B-galactosidase détectée a pH 6,0 augmentait (Kurz et al., 2000).
Cette activité a pH 6,0 a été renommée activité (-galactosidase associée a la sénescence
(Dimri et al., 1995). Depuis, il a été montré que cette activité provenait d’une augmentation de
I’expression de la B-gal et donc d’une augmentation de I’abondance des enzymes lysosomales
dans les cellules sénescentes (Lee et al., 2006).

1.10 La sénescence du kératinocyte

Si les trois phases de culture développées par le modéle de Hayflick correspondent
bien aux phases décrites pour des types cellulaires tels que les fibroblastes, il semble que ce
modele puisse connaitre des variantes dans certains types cellulaires. En effet, en ce qui
concerne les kératinocytes normaux humains (NHK), il a ét¢ montré que, apres la phase de
croissance exponentielle, les cellules entraient en sénescence. Les cellules sénescentes
présentent un arrét du cycle cellulaire, une morphologie sénescente, une augmentation de
I’activité SA B-gal et une surexpression de PCNA (Gosselin et al., 2009). Toutefois, il a été
montré qu’un petit nombre de kératinocytes pouvaient, apres quelques jours, reprendre leurs
divisions cellulaires, ceci a été décrit comme « I’émergence » (figure 17).

Aprés quelques divisions cellulaires, on observe de nouveau un arrét des divisions

cellulaires et une phase de « plateau » au sein de laquelle les cellules présentent de nouveau
des caractéristiques sénescentes. ce plateau est ensuite suivi d’une seconde phase
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d’émergence Chez les kératinocytes, la régulation du cycle cellulaire et ’apparition de la
sénescence sont fortement dépendantes de I’action de p21 “*F' qui en fonction des stress
subits par la cellule peut déclencher des voies de signalisation qui meéneront a I’arrét du cycle
cellulaire ou I’apoptose (Weinberg and Denning, 2002).

Une autre spécificité des kératinocytes est le fait que la présence de la sous-unité
catalytique de la télomérase ne les empéche pas d’entrer en sénescence. Ainsi, Kang et al.
(Kang et al., 1998) ont montré que les kératinocytes oraux normaux humains (NHOK), bien
qu’exprimant la télomérase, entraient en sénescence réplicative aprés une vingtaine de
passages en culture. Les kératinocytes posseédent donc un modele de sénescence complexe
dans lequel I’expression de la télomérase est incapable d’induire a elle seule leur
immortalisation.

Lors de ce mémoire, nous avons utilisé des kératinocytes NhTERT, immortalisé€s par
la transfection du géne hTERT et par une inactivation du géne pl6™ " Ces cellules
possédent un potentiel prolifératif élevé tout en ayant gardé leur potentiel de différenciation
(Dickson et al., 2000).

1.11 Sénescence induite prématurément par des stress

Il a été montré qu’il était possible d’induire de fagon prématurée la sénescence de
certains types cellulaires (fibroblaste, cellules endothéliales, mélanocytes, etc) en les
soumettant a des stress réalisés a des doses non toxiques (Brack et al., 2000). Les principaux
modeles développés ont utilisé des agents stressants induisants un stress oxydatif (H202, t-
BHP) et/ou des dommages directs a I’ADN (mitomycin C, UV). Plusieurs modéles de
sénescence prématurée ont été développés au laboratoire, principalement sur des fibroblastes
humains.

1.12 Objectifs du mémoire

Le but de ce mémoire est de comparer deux modeles d’expositions répétées d’UVB sur des
kératinocytes immortalisés (N-hTERT) ou sur des kératinocytes normaux (NHK).

Premicrement, nous avons utilisé¢ des cellules N-hTERT qui sont des kératinocytes
humains immortalisés suite a I’introduction du géne hTERT codant pour la sous-unité
catalytique de la télomérase et a Dinactivation du géne codant pl6™**. Ces deux
modifications permettent aux kératinocytes de conserver leur pouvoir prolifératif et de ne pas
entrer en sénescence réplicative. Cependant, les cellules N-hTERT conservent leur capacité a
se différencier dans un épiderme in vitro (Dickson et al., 2000). Nous utiliserons un mode¢le
d’exposition qui a été mis au point au laboratoire par V. Bertrand-Vallery et al. qui consiste
en des expositions UVB a une intensité¢ de 300 mJ/cm?, 4 fois par jour, et ce, durant deux
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jours (Bertrand-Vallery et al., 2009). Suite aux expositions UVB, il a ét¢ montré que
les cellules N-hTERT entraient en différenciation de maniére prématurée.

Deuxiémement, nous avons utilis¢ des kératinocytes normaux, ne possédant pas le
géne hTERT mais possédant le géne pl6™°*. Le modéle d’exposition prévu pour ces
cellules, qui a également été mis au point au laboratoire, consiste en des expositions UVB a
une intensité de 675 mJ/cm? et ce, 3 fois sur une seule journée. Contrairement aux N-hTERT,
une exposition répétée aux UVB induit chez les kératinocytes normaux une sénescence
prématurée sans modification de 1’état de différenciation.

Afin de confirmer ces deux modeles, 72 heures aprés la derniére exposition, nous
analyserons la présence de différents biomarqueurs de sénescence et de différenciation. Le but
¢tant de mettre en évidence, la présence d’une différenciation ou d’une sénescence prématurée
induite par les UVB. L’expression de protéines spécifiques de la couche cornée comme la
filaggrine ou I’involucrine qui sont typiques d’une différenciation tardive du kératinocyte sera
¢tudiée. En ce qui concerne la sénescence, nous étudierons I’activit¢ SA B-gal, I’arrét de
prolifération et I’expression de genes associés a la sénescence du kératinocyte. L’étude de ces
marqueurs nous permettra d’observer quel type de réponse est induite par les UVB dans
chacun des deux modéles. Afin de mieux décrire ces deux modéles, nous réaliserons
¢galement une ¢tude des changements d’expressions géniques en utilisant une carte
microfluidique permettant 1’étude de 1’expression de 96 génes associés a la physiologie de la
peau.

La troisieme partie de ce travail consistera en une étude des variations
transcriptomiques présentes lors du photovieillissement de la peau. Afin de la réaliser, des
¢chantillons de peau provenant de jeunes donneurs ou de donneurs plus agés ont été utilisés.
Nous étudierons les changements d’expression génique en utilisant la méme carte
microfluidique. Les résultats obtenus seront analysés et comparés a ceux obtenus avec les
deux modeles d’expositions répétées aux UVB de kératinocytes in vitro.
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2.Matériel et Méthodes







Matériel et méthodes

2.1 Culture cellulaire

2.1.1 Caractéristiques des lignées utilisées
2.1.1.1 Kératinocytes N-hTERT

Les kératinocytes N-hTERT, proviennent d’une lignée de kératinocytes humains
immortalisés et nous ont été fournis par le laboratoire du professeur James G. Rheinwald,
Boston USA. Cette lignée a été obtenue a partir de kératinocytes primaires immortalisés par
I’expression de la sous-unité catalytique de la télomérase (N-hTERT) et I’inactivation du geéne
codant p16™*** (Dickson et al., 2000).

2.1.1.2 Kératinocytes primaires

Les kératinocytes primaires ont été isolés au laboratoire de dermatologie du professeur
M. Garmyn (KULeuven), a partir de prépuces provenant de jeunes donneurs (moins de 6 ans)
en utilisant la technique décrite par Gilchrest (Gilchrest, 1983). De 3 a 5 passages cellulaires
sont réalisés au cours des différentes expériences réalisées. La procédure d’isolation des
kératinocytes a été approuvée par le comité d’éthique de la KULeuven.

2.1.1.3 Echantillons de peau

Les échantillons de peau utilisés ont été isolés au laboratoire de dermatologie
(KULeuven) a partir, soit de prépuces de donneurs jeunes (N = 6, moyenne d’age : 18 mois
+/- 9 mois), ou soit de paupicres de donneurs agés (N = 6, moyenne d’age : 73 ans +/- 15 ans).
Les échantillons ont été récoltés a 1’'UZ Leuven suivant une procédure approuvée par le
comité d’éthique de la KULeuven. Les échantillons de peau ont été traités durant une nuit a
4 °C avec de la dispase dans le but de séparer I’épiderme du derme. L’ARN a ensuite pu étre
extrait de I’épiderme afin d’€tre analysé.

2.1.2 Culture et repiquage
2.1.2.1 N-hTERT

Les kératinocytes N-hTERT sont cultivés dans des boites de culture stériles de 75 cm?
ou de 25 cm? contenant respectivement 15 ml ou 5 ml de milieu Epilife complété avec de

I’Human Keratinocyte Growth Supplement (HKGS) (Cascade Biologics, Portland, USA). Les
cellules sont conservées dans un incubateur a 37 °C, sous une atmosphere humide contenant
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Tableau 1 :

Epilife (Cascade Biologics, USA)

Human keratinocyte growth supplement (HKGS) (Cascade Biologics, USA)

Trypsine + EDTA (TE) (Gibco, Royaume-Uni)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Invitrogen, Belgique)

Sérum bovin foetal (Gibco, Royaume-Uni)

Tableau 2 :

Keratinocyte SFM (Invitrogen, Belgique)

Extrait pituitaire bovin (Invitrogen, Belgique)

Epidermal growth factor (Invitrogen, Belgique)

Trypsine + EDTA (TE) (Gibco, Royaume-Uni)

PBS (phosphate buffered saline pH 7.4 (10 mM phosphate, 0.9% NaCl))

Serum bovin foetal (Gibco, Royaume-Uni)




Matériel et méthodes

5% de CO,. Les kératinocytes sont repiqués lorsqu’ils atteignent 70 a 80 % de confluence,
afin d’éviter une différenciation dépendante de la confluence.

Matériel :
Voir tableau 1.

Meéthode :

Le milieu Epilife est ¢liminé avant d’effectuer un bref ringage avec 3 ml de Trypsine +
EDTA (TE)/T75. La TE est ensuite décantée et 2 ml de TE sont a nouveau ajouté pour une
incubation de 2-3 minutes a 37 °C. Un examen au microscope est réalisé¢ afin de s’assurer du
détachement de toutes les cellules. Les cellules sont ensuite resuspendues dans 10 ml de
milieu DMEM + 10 % sérum dans un tube mis sur glace afin d’éviter une différenciation des
kératinocytes. Aprés une centrifugation de 5 minutes a 1000 rpm, le culot cellulaire est
resuspendu dans 8 ml d’Epilife. Enfin, un comptage cellulaire est réalis¢ a 1’aide du Cell
Counter (Invitrogen, Belgique), avant de réensemencer les cellules a une densité choisie. Ce
comptage se réalise en mélangeant 10 pul de suspension cellulaire avec 10 pl de bleu de trypan
(Invitrogen, Belgique). Le bleu de trypan va marquer les cellules mortes afin qu’elles ne
soient pas prises en compte lors du comptage.

2.1.2.2 Kératinocytes primaires

Les kératinocytes primaires sont cultivés dans des boites de culture de 75 cm? ou de 25
cm? contenant respectivement 10 ml ou 5 ml de milieu Keratinocyte-Serum Free Medium
(Keratinocyte-SFM) additionné d’extrait pituitaire bovin et d’Epidermal Growth Factor
(EGF). Les cellules sont conservées dans un incubateur a 37 °C maintenant de fagon
constante une atmosphére humide contenant 5 % de CO,. Les kératinocytes sont repiqués
lorsqu’ils atteignent 70 a 80 % de confluence.

Matériel :
Voir tableau 2.

Meéthode :

Lors du repiquage des kératinocytes primaires, le milieu Keratinocyte-SFM complet
est ¢liminé avant d’ajouter 10 ml de TE/T75. Les cellules sont ensuite incubées 10 minutes a
37 °C. Un examen au microscope est réalisé¢ afin de s’assurer de la mise en suspension de
toutes les cellules. Les kératinocytes sont ensuite récupérés et déposés dans un tube de 50 ml
contenant 10 ml de PBS + 10 % sérum. Aprés une centrifugation de 8 minutes a 1200 rpm, le
culot cellulaire est remis en suspension dans 10 ml de milieu Keratinocyte-SFM complet.
Pour finir, un comptage cellulaire est réalisé¢ a I’aide du Cell Counter (Invitrogen, Belgique)
avant de réensemencer les cellules a une densité choisie.
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Tableau 3 :

- PBS (phosphate buffered saline pH 7.4 (10 mM phosphate, 0.9% NaCl).

- Epilife (Cascade Biologics, USA)

- Human keratinocyte growth supplement (HKGS) (Cascade Biologics, USA)

- Caisson UVB muni de 3 lampes TL 20 W/01 émettant des UVB a 311 nm
(Philips, Hollande)

- Radiometre UVR avec un senseur UVB (Bioblock Scientific, Belgique)

Tableau 4 :

PBS (phosphate buffered saline pH 7.4 (10 mM phosphate, 0.9% NaCl)

Keratinocyte-SFM complet (Invitrogen, Belgique)

Extrait pituitaire bovin (Invitrogen, Belgique)

Epidermal growth factor (Invitrogen, Belgique)

Caisson UVB muni de 3 lampes TL 20 W/01 émettant des UVB a 311 nm
(Philips, Hollande)

- Radiometre UVR avec un senseur UVB (Bioblock Scientific, Belgique)
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2.1.3 Exposition aux UVB
2.1.3.1 Kératinocytes N-hTERT

Matériel :
Voir tableau 3.

Meéthode :

Dans le but d’effectuer une exposition répétée aux UVB, les kératinocytes sont
repiqués trois jours avant I’expérience dans des boites de culture, a une densité de 2 000
cellules/cm?. Le protocole d’exposition aux UVB utilis¢ a été décrit par Bertrand-Vallery et
al. (Bertrand-Vallery et al., 2010b). Avant chaque exposition, les cellules sont rincées avec du
PBS puis incubées dans 9 ml (T75), 3 ml (T25) ou 500 ul (plaque 24 puits) de PBS. Les
cellules sont ensuite exposées aux UVB a une intensité¢ de 300 mJ/cm?. L’utilisation d’un
radiomeétre permet de controler et de mesurer les radiations émises. L’exposition est répétée 4
fois par jour durant deux jours avec un intervalle de 2.5 heures entre chaque exposition. Apres
chaque exposition, le PBS est élimin¢ et du nouveau milieu est ajouté aux cellules. Les

cellules controles sont soumises aux mémes manipulations mais ne sont pas exposées aux
UVB.

2.1.3.2 Kératinocytes primaires

Matériel:
Voir tableau 4.

Meéthode :

Les kératinocytes primaires sont repiqués a une densité de 12,000 cellules/cm? trois
jours avant le premier stress. Avant chaque exposition, les cellules sont rincées avec du PBS
puis incubées dans 3 ml (T75), 1 ml (T25) ou 500 ul (plaque 24 puits) de PBS. Les cellules
sont ensuite exposées aux UVB, a une intensité¢ de 675 mJ/cm?. L’utilisation du radiométre
permet une nouvelle fois de contrdler les radiations émises. L’exposition est répétée 3 fois
durant une seule journée, avec un intervalle de 3 heures entre chaque exposition. Apres
chaque stress, le PBS est éliminé et du nouveau milieu est ajouté aux cellules. Les cellules
controles sont soumises aux mémes conditions mais ne sont pas exposées aux UVB.
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Tableau 5 :

- Kit extraction ARN Rneasy mini kit (QIAGEN, USA)

- SDS (dodécylsulfate de sodium) 1% (MP Biomedicals, Ohio).

- Ethanol 70% (Merck, Allemagne)

- Eau RNAse free

Tableau 6 :

Kit transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, USA)

Contenant :

o

o

o

(@]

o

Anchored-oligo (dt) 18 Primer (50pmol/pl)

Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer (5x)
Protector RNase Inhibitor (40U/pul)

Deoxynucleotide mix (10mM)

Transcriptor Reverse Transcriptase (20U/ul)

- Eau RNAse free
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2.2 Extraction d’ARN, Rétro-transcription et PCR en temps réel

2.2.1 Extraction de PARN

Matériel :
Voir tableau 5.

Meéthode :

Avant de commencer la manipulation, il faut préparer une zone « RNAse free » en
nettoyant la paillasse avec du SDS 1 % afin de supprimer la présence de ribonucléases
pouvant dégrader I’ARN. En effet, ces enzymes sont trés stables et sont présentes partout. Le
SDS est un détergent surfactant ionique qui supprime les liaisons non covalentes des
protéines, permettant ainsi leur dénaturation. 72 heures apres le dernier stress, I’ARN est
extrait a partir de boites de culture. Le milieu de culture est retiré¢ des boites et 350 ul de
tampon RLT est ajouté sur les cellules afin de permettre leur lyse. Les cellules sont ensuite
raclées et récupérées dans un eppendorf dans lequel on ajoute un volume d’éthanol 70 %.
700 pul d’échantillon sont transférés sur une colonne RNeasy pour une centrifugation de 15
secondes a 10 000 rpm. Si I’échantillon fait plus de 700 pl, cette opération est répétée jusqu’a
ce que I’ensemble de I’échantillon soit passé sur la colonne. La colonne est ensuite rincée
avec 700 ul de tampon RW1 suivi d’une nouvelle centrifugation de 15 secondes a 10 000
rpm. 500 pl de tampon RPE est ensuite ajouté sur la colonne suivi d’une centrifugation de 15
secondes a 10 000 rpm. Cette étape est répétée une deuxieme fois suive d’une centrifugation
de 2 minutes a 10 000 rpm. Finalement, I’ARN est ¢lu¢ de la colonne en y déposant 30 ul a
50 pul d’eau RNase Free, suivi d’une derniere centrifugation de 1 minute a 10 000 rpm.
L’ARN est ensuite dosé au spectrométre Ultraspec 2100 pro (Amersham Biosciences).

2.2.2 Rétro- transcription

Principe :

La rétro-transcription consiste en la syntheése d'un brin d'ADN complémentaire
(ADNc) a partir d'une matrice d’ARN grace a une transcriptase inverse ARN dépendante. Cet
ADNCc est généralement destiné a étre amplifié par PCR.

Matériel :
Voir tableau 6.

Meéthode:

La manipulation se réalise en condition « RNAse free ». La premiere étape est la
préparation d’un mélange contenant 1 ug d’ARN et de I’eau « RNase Free » jusqu’a obtenir
un volume total de 12 pl, auquel est ajouté 1 pl d’anchored-oligo (dt) 18 Primer. Ce mélange
est incubé 10 minutes sur un bloc thermique a 65 °C. Les échantillons sont ensuite
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Tableau 7.1 :

Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA)

ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems, USA)

Logiciel 7000 SDS (Applied Biosystems, USA)

Eau distillée

Tableau 7.2 :
Genes Amorce sens Amorces anti-sens
p21 5’ - ctg gag act ctc agg gtc gaa - 3’ 5’ - cca gga ctg cag gcttec t - 37
pS3 5’ - aag aaa cca ctg gat gga gaa - 3’ 5’ - cag ctc tcg gaa cat ctc gaa - 3’
Involucrine 5’ - gtg gcc acc caa aca taa ata ac - 3’ 5’ - cct age gga ccc gaa ata agt - 3’
23 kDa 5’- gce tac aag aaa gtt tge cta tet g - 37 5’ - tga gct gtt tct tct tcc ggt agt - 3°
MMP-9 5’- cct tcc tta tcg ccg aca agt - 3° 5’ - acc gac geg cct gtg tac - 3’
IGFBP3 5’ - cag agc aca gat acc cag aac ttc - 3’ 5’ - cac att gag gaa ctt cag gtg att - 3’
IGFBP5 5’ - tgt gac cgc aaa gga ttc tac a - 3’ 5’ - tee ccg tea acg tact cc at - 3°
IL8 5’- ctg gece gtg get cte ttg - 3° 5’ - ggg tgg aaa ggt ttg gagtat g - 3°
Fibronectine 5 - tgt ggt tge ctt gcacgat-3’ 5’ - get tgt ggg tgt gac ctg agt - 3°
Osteonectine 5’ - gag acc tgt gac ctg gac aat g - 3’ 5’ - gga agg agt gga ttt aga tca caa ga - 3’
GADDA45A 5'- ctg agt ca cgg acg attc a - 3' 5'- gca ggc aca aca cca cgt ta - 3'
TGF-B1 5> —agg gct acc atg cca act tct - 3° 5’ —ccg ggt tat get ggt tgt aca - 3°
HSPAITA 5'- gag aag gac gag ttt gag cac aa -3' 5'- tgg tac agt ccg ctg atg atg - 3'
PCNA 5'- aat gcg ccg gea atga - 3' 5' - aac ttt ctc ctg gtt tgg tge - 3'
pl6 5'- gee caa cge gaatagt - 3' 5'- cgc tge cca tca teca tga ¢ - 3'
MMP-1 5'- cat gcg cac aaa tcc ctt cta - 3' 5'- gaa cag ccc agt act tat tcc ctt t -3'
GAPDH 5> —acc cac tce tee acce ttt gac — 3’ 5’ - gtc cac cac cct gtt gct gta - 3’
K10 5' - aat cag att ctc aac cta aca ac - 3' 5' - ctc atc cag cac cct acg - 3'
K14 5'- cga tgg caa ggt ggt gtc - 3' 5'- ggg tga age agg gtc cag - 3'
Loricrine 5' - tca tga tgc tac ccg agg tit g - 3' 5'- cag aac tag atg cag ccg gag a - 3'
Filaggrine 5'- ggg cac tga aag gca aaa ag - 3' 5'- cac cat aat cat aat ctg cac tac ca - 3'
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additionnés de : 4 pl de transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 0,5 pl de
protector RNase Inhibitor, 2 pl de deoxynucleotide mix et 0,5 pl de transcriptor Reverse
Transcriptase et incubés 30 min a 55 °C. Les échantillons sont ensuite chauffés 5 minutes a
85 °C, puis conservés a -20 °C.

2.2.3 PCR semi-quantitative en temps réel

Principe :

La PCR semi-quantitative en temps réel est une technique qui permet de quantifier
avec sensibilité et précision I’abondance d’un ARNm. Les ARNm provenant des conditions a
¢tudier seront préalablement transformés en ADNc via une transcription inverse (voir 2.2.2).
Au cours de la PCR, le SYBR Green, un agent intercalant de I’ADN double brin, va émettre
un signal fluorescent qui sera proportionnel au nombre de copies double brin d’ADN. C’est en
quantifiant ce signal que I’on peu déterminer I’abondance du géne cible. Le SYBR Green
¢tant un agent intercalant non spécifique, 1’étude d’une courbe de dissociation (montée
progressive de la température (de 60 °C a 95 °C) qui dissocie les amplicons) permet de
contrdler la puret¢ de I’amplicon. La quantification est réalisée a partir du Ct (Cycle
Threshold) qui permet de séparer le bruit de fond de 1’amplification. Afin de normaliser les
résultats, un gene de référence (housekeeping gene) dont 1’expression ne varie pas d’une
condition a I’autre, est analysé en méme temps que les génes d’intérét.

Matériel :
Voir tableau 7.1.

Méthode :

Pour chaque gene, il faut réaliser un « mélange PCR » en utilisant des amorces
spécifiques (voir tableau 7.2.). Ce mélange doit contenir par puits 5 ul d’ADNc dilué 100x,
2,5 ul d’amorce sens, 2,5 pl d’amorce anti-sens, 2,5 pl d’eau distillée et 12,5 ul de SYBR
Green Master Mix (2x). La plaque PCR 96-puits est ensuite scellée et centrifugée 1 min a 600
rpm. La PCR est réalisée a I’aide de I’appareil ABI Prim 7900 (Applied Biosystems). Les
échantillons sont chauffés 5 minutes a 95°C afin d’étre dénaturés. Il s’en suit 40 cycles de 15
secondes a 95°C et de 1 minute a 60 °C permettant la liaison des amorces a I’ADNc ainsi que
leur élongation.

Quantification :

La quantification des résultats est basée sur la méthode des Ct (Cycle Threshold)
¢galement appelée cycle seuil. Ce Ct est inversément proportionnel a la quantit¢é d’ADNc
présent dans 1’échantillon et est atteint lorsque la fluorescence émise est supérieure au bruit de
fond. L’utilisation d’un geéne de référence dont I’expression ne varie pas dans les différentes
conditions expérimentales permet de normaliser les résultats obtenus (Schmittgen and Livak,
2008).
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Tableau 8 :

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA)

High—Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems, USA)
o RT buffer 10x
o Random Primers 10x
o dNTP mix 25x
o MultiScribe Reverse Transcriptase 50 U/ul

o RNase Inhibitor

TagMan Universal PCR Master Mix 2x (Applied Biosystems, USA)

ABI PRISM 7900HT fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems, USA)

Eau RNAse free

Tableau 9 :

Tampon de lyse comprenant :

o 580 pul d’eau distillée

o 20 pl Triton X100 (Sigma, Belgique)

o 200 pl PIC (Protease Inhibitor Cocktail) (Roche, Allemagne)

o 200 pl PIB (Phosphase Inhibitior buffer)
= Na3;VO4(Sigma, Belgique)
= PNPP (Sigma, Belgique)
= [B-glycérophosphate (Sigma, Belgique)
= NaF (Merck, Allemagne)

o 1 ml de tampon de lyse 2X pH7,5 constitué de :
= Tris 80 mM. (Merck, Allemagne)
= KCI300 mM. (Merck, Allemagne)

= EDTA 2 mM. (Gibco, Royaume-Uni)
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2.2.4 Cartes microfluidiques TagMan®(TLDA : TagMan Low Density Array)

Principe :

L'utilisation de cartes microfluidiques, préchargées en sonde TagMan (TLDA : TagMan
Low Density Array) et en amorces spécifiques, permet de mesurer simultanément I'expression
de 16 a 384 génes (genes de référence et génes d'intérét). En se basant sur la littérature, une
carte microfluidique a été personnalisée avec des génes spécifiques de la biologie de la peau
(voir annexe 1). Cette carte 384 puits est composée de 4 séries identiques de 96 genes
comprenant 4 génes de référence et 92 génes d’intérét.

Matériel :
Voir tableau 8.

Méthode :

Avant d’utiliser les cartes microfluidiques, la qualité de I’ARN est contrélée avec
I’Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA). Le RIN (RNA Integrity Number)
permet d’estimer la qualité de 1’échantillon d’ARN. Plus la qualité de ’ARN est bonne, et
plus le RIN se rapproche de 10.

Une concentration de 2 nug d’ARN est rétro-transcrite en utilisant le High—Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied biosystems) et I’ADNc est ensuite stocké a -20°C.
La rétro-transcription se réalise en condition « RNAse free ». La premicre étape est la
préparation sur glace d’un mélange de RT contenant 2ul de RT buffer, 0,8 pul de ANTP mix,
2ul de RT random primers, 1 pul MultiScribe reverse transcriptase, 1 pl de RNase inhibitor et
3,2 ul de Nuclease-free H,O. Ce mélange de RT sera ajouté a 10 pul d’ARN (2ug) et d’eau
distillée. Le cycle de rétro-transcription se compose de 10 minutes a 25 °C suivi de 120
minutes a 37 °C, puis de 5 secondes a 85 °C.

Afin d’effectuer la PCR, un mélange PCR contenant 50 pul de TagMan Universal PCR
Master Mix 2x, 50 ul I’ADNc (100ng) et d’eau RNase free est réalisé. 100 ul de ce mélange
sont déposés dans chaque réservoir et la carte est ensuite centrifugée 2 fois a 12 000 rpm
pendant 1 minute. La plaque est ensuite scellée. Les cycles PCR sont constitués de 2 minutes
a 50 °C, 10 minutes a 94.5 °C suivis de 40 cycles de 30 secondes a 97 °C et 1 minute a
59.7 °C.

2.3 Analyse des protéines (extraction — dosage — western blot —
immunofluorescence)

2.3.1 Extraction des protéines

Matériel :
Voir tableau 9.
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Tableau 10 :

Solution de Bradford (Bio-Rad, Allemagne)

BSA (2mg/ml) (Thero Fisher Sientific, USA)

Eau distillée

Tampon de lyse utilisé lors de 1’extraction de protéines

Tableau 11.1 :

Gel concentrateur

o

o

o

1,25 de tris-HC1 0,5 M pH 6,8 SDS 0,4 % (Merck, Allemagne)

500 pl d’acrylamide 30% ;Bisacr 0,8% (Bio-Rad Laboratories,
Canada)

5ul de temed (Amersham Biosciences, Sweden)

500 pl d’APS (amonium persulphate) (Amersham Biosciences,
Sweden)

2,75 ml d’eau distillée

Gel séparateur

o

o

©)

2,5 ml de tris-HCI1 1,5 M pH 8,8 SDS 0,4 % (Merck, Allemagne)

3,33 ml d’acrylamide 30% ;Bisacr 0,8% (Bio-Rad Laboratories,
Canada)

5ul de temed (Amersham Biosciences, Sweden)

500 pl d’APS (amonium persulphate) (Amersham Biosciences,
Sweden)

3,67 ml d’eau distillée

Tampon d’¢électrophorese pH 8,3-8,5 contenant :

o

o

©)

Tris-HC1 25 mM (Merck, Allemagne)
Glycine 0,192 M (Merck, Allemagne)

SDS 0,1 % (MP Biomedicals, Ohio)
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Meéthode :

Remplacer le milieu de culture des boites par 150 ul/T75 de tampon de lyse. Les
cellules sont ensuite raclées et récoltées dans un eppendorf sur glace. Une centrifugation de 10
minutes a 13 000 rpm et & 4 °C permet de culotter les débris cellulaires. Le surnageant
contenant les protéines est récupéré dans un nouvel eppendorf et stocké a -20 °C.

2.3.2 Dosage des protéines par la méthode Bradford

Principe :

La technique de Bradford est un dosage colorimétrique basé sur un changement
d’absorbance. Lorsque des protéines sont mises en présence de bleu de Coomassie, celui-ci
change de couleur suite aux liaisons avec les acides aminées aromatiques (tryptophane,
tyrosine et phénylalanine) et les résidus hydrophobes des acides aminés présents dans les
protéines. Le changement d'absorbance est proportionnel a la quantité de colorant lié,
indiquant par la méme occasion la concentration en protéines dans I'échantillon.

Matériel :
Voir tableau 10.

Meéthode :

Avant de commencer, la solution de Bradford est diluée 5 fois avec de 1’eau distillée
avant d’étre filtrée et conservée a I’abri de la lumicre. Chaque condition, c'est-a-dire les
échantillons, le tampon de lyse, la BSA et le blanc sont mesurés en double. Chaque tube
prépare est rempli avec 1 ml de solution de Bradford puis toutes les 30 secondes, on ajoute les
conditions a mesurer : 2,5 ul de BSA et d’eau et 2 pl d’échantillon et de tampon de lyse. 5
minutes plus tard, les conditions sont mesurées au spectrometre a une longueur d’onde de
595 nm. Entre chaque mesure, la cuvette est rincée avec de 1’acétone puis avec de 1’eau.

2.3.3 Western Blot SDS PAGE

Principe :

La technique de western blot permet d’analyser 1’abondance des protéines dans des
lysats cellulaires. Les protéines sont préparées en conditions dénaturantes et sont chargées sur
un gel d’acrylamide en présence de SDS. Comme il n’y a plus d’effet ni de la charge de la
protéine ni de la forme, la migration permet de séparer les protéines selon leur poids
moléculaire. Les extraits protéiques seront ensuite transférés sur une membrane PVDF LF
millipore qui sera mise en présence des anticorps primaires et secondaires afin de permettre la
révélation des protéines.

Matériel :
Voir tableau 11.
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- Tampon de transfert.

o Methanol (Janssen Chimica, USA)

o Tris-HCI 40 mM (Merck, Allemagne)

o Glycine 0,307 M (Merck, Allemagne)

- PBS (phosphate buffered saline pH 7.4 (10 mM phosphate, 0.9% NaCl)

- Tween 20 (Amersham Biosciences, Sweden)

- PBS-Tween 0,1% (Amersham Biosciences, Sweden)

- Bleu de charge 5x

o 10 ml de tris-HCI 0,5 M pH 8 (Merck, Allemagne)

o 10 ml de SDS 20 % (MP Biomedicals, Ohio)

o 5 ml de 2-Mercaptoethanol (Fluka Biochemica, Suisse)
o 10 ml de glycérol (Merck, Allemagne)

o 17,5 mg de bleu de bromophénol (Merck, Allemagne)

- Agent bloquant Licor (Licor Bioscience, USA)

o Anti-souris 800 ou 700

o Aanti-lapin 800 ou 700

- Anticorps secondaire (Licor Bioscience, USA)

- Etalon SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard. (Invitrogen, Belgique)

- Membrane PVDF LF millipore (Millipore Corporation, USA)

Tableau 11.2

Protéines Dilution Firme
p33 1 000x Oncogene (USA)
p21 1 000x Cell Signalling (USA)
Involucrine 50 000x Harbor Bioproduct (Belgique)
pl6 1 000x Santa Cruz Biotechnology (USA)




Matériel et méthodes

Méthode :

Le gel séparateur (Tableau 11.1) est coulé entre deux plaques de verre étanches. Une
fois le gel coulé, on le recouvre avec de I’isobutanol saturé en eau afin de tasser le gel et de
I’isoler de I’oxygene ambiant qui est un inhibiteur de la réaction de polymérisation. Lorsque
la polymérisation est terminée, on retire I’isobutanol et on rince la surface du gel avec de I’eau
distillée jusqu'a ce que tout l’isobutanol soit retiré. Apres cette étape, on coule un gel
concentrateur (tableau 11.1). Au cours de la polymérisation, on prépare les échantillons pour
obtenir une concentration finale de 10 a 15 pg de protéines mis a volume avec du Tris-HCI
0,5 M pH 6,8 SDS 0,4 %. Ensuite, les échantillons sont additionnés de bleu de charge 5x
contenant du SDS afin de charger négativement les protéines, du f-mercaptoéthanol qui réduit
les ponts disulfures, du glycérol qui alourdit 1’échantillon et du bleu de bromophénol qui
permet la visualisation du front de migration. Les échantillons sont ensuite chauffés 4 minutes
a 100 °C et centrifugés 10 minutes a 13 000 rpm. Les échantillons et 1’étalon sont a ce
moment préts a étre chargés dans les puits. Le tampon d’¢électrophorése (tableau 11.1) est
vers€ dans la cuve et dans la partie centrale du support de maniére a recouvrir les puits, le
couvercle est mis en place et la migration est réalisée a 200V. Lorsque la migration est
terminée, les protéines sont transférées sur une membrane PVDF LF millipore via un montage
en « sandwich ». Ce montage se compose de 2 éponges, 2 papiers wattman, la membrane
PVDF LF millipore, le gel, 2 papiers wattman et 2 éponges. Les papiers wattman et les
éponges sont préalablement rincés dans du tampon de transfert alors que la membrane a été
trempée 1 minute dans du méthanol et 5 minutes dans du tampon de transfert. Le transfert se
réalise en 2 heures a 162 mA. Une fois le transfert terminé, on bloque la membrane avec de
I’agent bloquant Licor dilué 2x dans du PBS durant 1 heure a température ambiante ou une
nuit a 4 °C. La solution bloquante sera jetée et remplacée par I’anticorps primaire dilué
(tableau 11.2) de manicre appropriée dans 1’agent bloquant Licor non dilué contenant 0,1 %
de tween 20. Apres une nouvelle incubation d’une heure, la membrane est lavée 4 fois 5
minutes au PBS-Tween 0,1 % (PBS-T). Ensuite, ’anticorps secondaire dilu¢ 5 000x dans
I’agent bloquant Licor/0,1 % tween20 est mis en contact avec la membrane pour une
incubation d’une heure a température ambiante. La membrane est ensuite lavée 4 fois 5
minutes avec du PBS-T PBS-Tween 0,1 % (PBS-T) suivi de 2 lavages avec du PBS sans
Tween. La dernicre étape avant de pouvoir scanner la membrane est de la faire sécher 1 heure
a 37 °C. Les membranes sont ensuite scannées et quantifiées a I’aide du scanner Odyssey.

2.3.4 Immunofluorescence

Principe :

L’immunofluorescence consiste a détecter une protéine d’intérét au sein des cellules
par 'utilisation d’un anticorps spécifique dirigé contre cette protéine d’intérét. Des anticorps
anti-immunoglobulines sont ensuite ajoutés dans le but de reconnaitre les anticorps primaires.
Ces anticorps secondaires sont couplés chimiquement a des fluorochromes qui lors d’une
excitation a une longueur d’onde appropriée émettent de la lumiére.
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Tableau 12 :

Plaque multi puits (Costar, New York)

Lamelle couvre-objet de 13 mm de diameétre (Assistent, Allemagne)

Lames porte-objet de 2,6 x 7,6 cm (VWR, Belgique)

PBS (phosphate buffered saline pH 7.4 (10 mM phosphate, 0.9% NaCl))

BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma, Belgique)

PFA (Paraformaldéhyde) (Sigma, Belgique)

Triton X-100 1 % (Sigma, Belgique)

Anticorps primaires dilués dans du PBS +3 % BSA
o Involucrine (Harbor Bioproduct, Belgique) dilué 40x
o Filaggrine (Neomarkers, USA) dilué¢ 40x

o Caspase-3 active (Promega, USA) dilu¢ 100x

Anticorps secondaire :

o Anticorps anti-IgG de souris (Molecular Probes, Pays-Bas) ou de
lapin (Molecular Probes, Pays-Bas) marqué au fluorochrome
Alexa vert 488, dilué 1000x dans du PBS + 3% BSA

TO-PRO-3 (Molcular probes, Pays-Bas)

RNAse free

Mowiol (Sigma, Belgique)

Microscope confocal (Leica, Allemagne)




Matériel et méthodes

Matériel :
Voir tableau 12.

Méthode :

72 h apreés le dernier stress, les kératinocytes sont repiqués a raison de 20 000
cellules/lamelle couvre-objet. Les cellules sont fixées durant 10 minutes dans du PBS + 4 %
PFA. Ensuite, les cellules sont rincées 3 fois 5 minutes avec du PBS. Ensuite, les cellules sont
incubées dans du PBS + Triton X-100 1 % pendant 5 minutes afin de perméabiliser les
membranes et de permettre 1’acces des anticorps. Les cellules sont a nouveau rincées 2 fois 5
minutes, dans du PBS + 3 % BSA. L’anticorps primaire est dilu¢ de maniére adéquate dans du
PBS + 3 % BSA et 30 pl d’anticorps primaire spécifique est déposé sur de la parafilm. La
lamelle couvre-objet est déposée par-dessus. Les lamelles couvre-objets sont ensuite déposées
en chambre humide et incubée toute la nuit a 4 °C. Le lendemain, les cellules sont rincées 3
fois dans du PBS + 3 % BSA et I’anticorps secondaire est dilué¢ dans du PBS + 3 % BSA.
Toujours en chambre humide, 30 pl d’anticorps secondaire est déposé sur de la parafilm, la
lamelle couvre-objet est déposée par-dessus pour une incubation d’une heure a température
ambiante et a I'abri de la lumicre. Les cellules sont a nouveau rincées 3 fois dans du PBS +
3 % BSA et une fois dans du PBS. Le marquage des noyaux se réalise ensuite a I’aide de TO-
PRO-3 dilués 80 fois dans du PBS + RNase 2 mg/ml. Aprés une incubation de 35 minutes a
température ambiante, les cellules sont finalement rincées 3 fois dans du PBS avant d’étre
montées sur des lames de microscope en verre a I’aide de Mowiol préchauffé a 60 °C.

2.4 Test de survie cellulaire : Test MTT

Principe :

Les cellules métaboliquement actives incorporent le MTT [bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltérazolium], et le clivent en son dérivé formazan formant
ainsi des cristaux de coloration mauve insolubles en milieu aqueux. Cette réaction est
catalysée par une enzyme mitochondriale, la succinate déshydrogénase. En condition toxique,
le nombre de cellules capables de réaliser cette réaction diminue et une corrélation peut étre
établie entre la viabilité cellulaire et la quantité de MTT réduit.

Matériel :
Voir tableau 13.

Méthode :

Les cellules sont repiquées a une densité de 2 000 cellules/cm? dans des boites de pétri
d’un diametre de 6 cm et exposées aux UVB sous différentes intensités. 24 heures apres le
dernier stress, 500 pl de solution de coloration est ajouté au milieu. On incube ensuite les
cellules 2 heures a 37 °C + 5% CO,. Une fois I’incubation terminée, on enléve le surnageant
et les boites sont rincées deux fois avec du PBS puis séchées. Ensuite, on ajoute 500 pl de
solution de lyse dans chaque boite pour une incubation de 2 heures a 37 °C avec une petite

28



Tableau 13 :

Colorant MTT constitu¢ de MTT [bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-yl)-

2,5-diphényltérazolium] préparé a une concentration de 2,5 mg/ml dans du
PBS (Sigma, Belgique)

Solution de lyse préparée a partir de 2 volumes de SDS 30 % (Merck,

Allemagne) (dilué¢ dans de 1’eau distillée et chauffé a 37 °C) et d’un volume
de N,N-diméthyl-formamide (Janssen Chimica, Belgique). Le pH de la
solution est ensuite ajusté a 4,7 en ajoutant quelques gouttes d’une solution
acide (acide acétique 80 % : HCI 1 N/9/1)

Tableau 14 :

Solution de fixation :

o

o

2 % formaldéhyde (Belgolabo, Allemagne)

0,2 % glutaraldéhyde (Fluka, Pays-Bas)

Tampon phosphate, pH6 :

o

o

87,7 ml NaH,PO4 0,1 M (Merck, Allemagne)

12,3 ml NA,HPO,4 0,1 M (Merck, Allemagne)

Solution de coloration :

o

o

2 ml de tampon phosphate, pH6.

0,5 ml d’une solution 0,1 M de ferrocyanure de potassium (Merck,
Allemagne)

0,5 ml d’une solution 0,1 M de ferricyanure de potassium (Merck,
Allemagne)

0,6 ml d’une solution de NaCl 2,5 M (Merck, Allemagne)
20 pl d’une solution de 1 M de MgCl, (Merck, Allemagne)
6,18 ml d’eau distillée.

0,5 ml d’une solution de x-gal (20 mg/ml dilué dans su
N,N,diméthylformamide)




Matériel et méthodes

agitation (lyse et solubilisation des cristaux). Le dosage est réalis¢ une heure plus tard au
spectromeétre a 570 nm.

2.5 Détection de ’activité p-galactosidase associée a la
sénescence (SApB-gal)

Principe :

Il a été mis en évidence par Dimri et al. (Dimri et al., 1995) que plusieurs types
cellulaires humains, lorsqu’ils ont atteint un état de sénescence, exprimaient de la -
galactosidase détectable a pH 6. Ce marqueur, présent chez les cellules sénescentes, ne 1’est
pas chez les cellules présénescentes.

Matériel :
Voir tableau 14.

Méthode :

72 heures aprés le dernier stress UVB, les kératinocytes sont repiqués dans une
plaque 6-puits a raison de 2 000 cellules/cm?. 24 h apres le repiquage, les cellules sont rincées
2 fois au PBS avant d’étre fixées pendant 5 minutes dans la solution de fixation. Il s’en suit
deux nouveaux ringages au PBS avant 1’ajout de la solution de coloration. Les cellules sont
ensuite incubées de 12 a 16 heures a 37 °C sans CO,. Les puits sont ensuite rincés 2 fois au
PBS et 1 fois au méthanol. La dernicre étape consiste a laisser sécher les puits a température
ambiante et a compter 400 cellules par puits.

2.6 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du test t de Student (ns: non
significatif, * : P<0.05, ** : P<0.01 et *** : P<0.001 en comparaison avec le contréle).
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3.Résultats










Figure 1 : Représentation schématique du modele de stress UVB utilisé€ pour les kératinocytes
N-hTERT. Les cellules sont exposées aux UVB 8 fois sur 2 jours, et ce, & une intensité de
300 mJ/cm? pour chaque exposition.

Figure 2 : Photographies de cellules N-hTERT, exposées (UVB) ou non (CTL) aux UVB. Les
cellules ont été observées a 72 heures apreés la derniére exposition avec un microscope a
contraste de phase.
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Figure 3 : Test de survie cellulaire (MTT) sur les kératinocytes N-hTERT. Les cellules ont été
exposées aux UVB ou non (CTL) en utilisant le protocole d’exposition prévu pour les
kératinocytes N-hTERT (8 stress en deux jours) ainsi que celui prévu pour les kératinocytes
primaires (3 stress en une journée).



Résultats

Le but de notre mémoire est de comparer deux modeles d’expositions répétées d’UVB sur des
kératinocytes immortalisés (N-hTERT) ou sur des kératinocytes normaux (NHK). Nous
¢valuerons 1’état de différenciation, 1’état de sénescence ainsi que les modifications de
I’expression génique présente aprés une exposition répétée aux UVB.

3.1 Etude des effets 2 long terme des UVB sur les kératinocytes
immortalisés (N-hTERT)

Les cellules N-hTERT sont des kératinocytes humains immortalis€és suite a
I’introduction du géne hTERT codant pour la sous-unité catalytique de la télomérase et a
I’inactivation du géne codant pl6™* %, Malgré cela, ces kératinocytes conservent leur
capacité a proliférer et a se différencier in vitro dans un épiderme reconstruit (Dickson et al.,
2000). V. Bertrand-Vallery et al. ont mis en évidence que lorsqu’on expose des N-hTERT aux
UVRB, ils entrent en différenciation de maniére prématurée plutdt qu’en sénescence (Bertrand-
Vallery et al., 2009). Le modéle développé au laboratoire consiste en des expositions UVB a
une intensité de 300 mJ/cm?, 4 fois par jour, et ce, durant deux jours (Bertrand-Vallery et al.,
2009) (Figure 1). Afin d’étudier la réponse a long terme aux stress UVB, les biomarqueurs de
sénescence et de différenciation ainsi que les différentes extractions seront réalisés a 72
heures apres le dernier stress UVB, afin d’étudier la réponse a long terme des cellules. En
Figure 2, se trouvent des photographies des cellules N-hTERT exposées ou non aux UVB,
apres la période de récupération. Nous pouvons remarquer que les cellules exposées aux UVB
semblent plus grandes que les cellules controles. Dans un premier temps, nous avons vérifié
que les conditions de stress utilisées sont bien subcytotoxiques. Ensuite, nous avons analysé
I’apparition de marqueurs de sénescence et de différenciation. Enfin, nous avons réalisé une
¢tude des modifications de I’expression génique par PCR en temps réel classique et par
I’utilisation de cartes microfluidiques TagMan® spécifiques de la physiologie de la peau.

3.1.1 Mesure de la survie cellulaire des N-hTERT suite aux expositions répétées
aux UVB

Afin de confirmer que les doses utilisées n’induisaient aucune toxicité et puisque nous
travaillons avec deux protocoles d’expositions différents en fonction du type cellulaire utilisé,
nous avons réalis¢ un test de survie cellulaire : un test MTT (cfr : Matériel et Méthodes).
Nous avons donc vérifié la survie a 24 heures aprés le dernier stress. Deux séries
indépendantes ont été testées : 3 stress en une journée ou 8 stress répartis sur deux jours.

Dans les deux cas, nous avons expos¢ les cellules a la dose prévue par le protocole a
savoir 300 mJ/cm? pour les 8 expositions et 675 mJ/cm? pour les 3 expositions. En plus de
cela, comme montré en Figure 3, nous avons également testé¢ une dose inférieure et une dose
supérieure pour chacun des modeles d’expositions.
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Figure 4 : Détection de la caspase 3 active par marquage en immunofluorescence chez les
cellules N-hTERT exposées a 3 ou 8 stress répétés aux UVB. Le marquage en
immunofluorescence a été réalisé 72 h aprés la derniére exposition aux UVB. La protéine a
été marquée avec un anticorps anti-caspase-3 active et les noyaux avec du TO-PRO-3.



Résultats

Nous avons observé que lorsqu’on stressait les cellules N-hTERT en utilisant le
protocole prévu pour les kératinocytes primaires, soit trois fois par jour, la mortalité était
statistiquement trés importante lorsque 1’on atteignait ou dépassait les 675 mJ/cm? En
revanche, lorsque 1’on utilisait le protocole prévu pour ce type cellulaire c'est-a-dire 8 stress
¢talés sur deux jours, les cellules supportaient correctement la dose des 300 mJ/cm?. On peut

en déduire que 300 mJ/cm? est la dose sublétale et optimale pour 1’exposition des cellules N-
hTERT.

3.1.2 Mesure de I’apoptose des N-hTERT suite aux expositions répétées aux UVB

Afin de s’assurer que la dose de 300 mJ/cm? (8 stress) n’induisait pas d’apoptose, nous
avons réalisé un marquage par immunofluorescence des cellules a 72 heures apres le dernier
stress UVB. Ce marquage a été réalisé¢ avec un anticorps reconnaissant la forme active de la
caspase 3 (Figure 4). Les cellules ont été¢ exposées 8 fois aux doses 200, 300 et 400 mJ/cm?
ainsi que 3 fois a 675 mJ/cm?.

En ce qui concerne le modele de 8 stress répétés, nous voyons que I’abondance de la
protéine n’augmente pas entre les cellules controles et les cellules exposées a 200 mJ/cm? et
300 mJ/cm?, ce qui est en accord avec les résultats obtenus lors du test de survie cellulaire
réalisé précédemment dans lequel on n’observait aucune mortalité cellulaire avec ces doses.
Lorsque les cellules sont exposées a 300 mJ/cm?, on observe une légere augmentation de
I’abondance de la protéine au niveau du cytoplasme qui peut sans doute étre expliqué par le
fait que la morphologie des cellules est différente. Comme dit précédemment, les cellules sont
effet plus grandes et plus étalées. Une fois qu’on atteint la dose de 400 mJ/cm?, le marquage
devient plus intense, montrant une activité de la caspase 3 et laissant supposer qu’il y a bien
de I’apoptose dans ces cellules. Ces résultats sont en accord avec le test de survie obtenu
précédemment. En ce qui concerne le modele de 3 stress répétés, on observe qu’a la dose de
675 mJ/cm?, I’intensité du marquage ne semble pas différente de celle détectée chez les
cellules contrdles. Cependant, comme il y a tres peu de survie cellulaire & 24 heures apres que
les kératinocytes N-hTERT aient été exposés 3 fois a 675 mJ/cm?, ceci s’explique peut-Etre
par le fait que les cellules mortes se sont détachées de la boite et qu’on ne détecte plus
d’apoptose chez les cellules survivantes a 72 heures apres le dernier stress.

Les résultats obtenus lors du test de survie cellulaire et du marquage de I’apoptose

confirment que le modele d’expositions aux UVB des N-hTERT, soit 8 stress de 300 mJ/cm?
répartis sur deux jours, est bien subcytotoxique et n’induit pas d’apoptose.

3.1.3 Etude des marqueurs de sénescence
3.1.3.1 Activité SA B-gal
L’activité SA B-gal est connue pour augmenter lors de la sénescence in vifro, mais

¢galement lors du vieillissement in vivo. 1l a été montré que I’activité SA B-gal augmentait
chez des kératinocytes provenant d’un épiderme de donneur agé (Dimri et al., 1995).
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Figure 5 : Photographies des cellules N-hTERT exposées ou non a 8 stress UVB a
300 mJ/cm? aprés marquage cytochimique de la SA B-gal. Les cellules sont observées avec un
microscope a contraste de phase 16 heures aprés la coloration SA B-gal. Les cellules positives
a la SA B-gal sont de couleur bleue et sont pointées par une fléche.
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Figure 6 : Proportion de cellules N-hTERT positives a la SA B-gal suite a 8 stress UVB a
300 mJ/cm? en comparaison avec des cellules N-hTERT qui n’ont pas été exposées (CTL).






Figure 7 : Etude de I’abondance relative en ARNm de p21 VAR et p53 chez les N-hTERT
apres 8 expositions aux UVB a 300mJ/cm?. L’ARN a été extrait 72 h apres le dernier stress et
la PCR en temps réel a été réalisée. 23kDa a été choisi comme geéne de référence lors de
I’analyse des résultats. Les résultats (moyenne de triplicats +/- écart type) sont exprimés
comme le rapport entre 1’abondance relative de I’ARNm présent dans les cellules contrdles
par rapport aux cellules stressées (CTL=1) (***: P<0.001).

Figure 8 : Analyse de 1’abondance relative des protéines p21"V*"" et p53 par Western blot.
Les N-hTERT ont été exposés (UVB) ou non (CTL) a 8 expositions répétées d’UVB a
300 mJ/cm?. Les protéines ont été extraites a 72 h aprés le dernier stress, dans 4 cultures
indépendantes (notées 1 a 4). La tubuline a été utilisée comme controle de charge.



Résultats

Afin d’observer si une exposition répétée aux UVB induisait I’apparition d’une
sénescence prématurée chez les N-hTERT, nous avons réalis€¢ un marquage de 1’activité SA
B-gal a 72 heures apres le dernier stress UVB chez des cellules stressées et contrdles (Figure
5).

La quantification du comptage de cellules positives montrées en Figure 6 montre que
la proportion de cellules positives a 1’activit¢ SA B-gal augmente de 2 % dans les cellules
contrdles a 10 % dans les cellules stressées aux UVB. On observe en effet peu de différences
entre les cellules contrdles et les cellules stressées. Le pourcentage de cellules positives apres
le dernier stress reste dans des valeurs relativement basses, confirmant les résultats présentés
par Bertrand-Vallery et al. (Bertrand-Vallery et al., 2009). On peut donc en déduire que les
kératinocytes N-hTERT soumis a 8 stress UVB ne semblent pas entrer en sénescence.

3.1.3.2 Arrét du cycle cellulaire

Un autre marqueur de sénescence est I’arrét du cycle cellulaire. Etant donné que
p16™5% n’est pas exprimé dans les kératinocytes N-hTERT, nous avons mesuré les niveaux
d’abondance relative d’ARNm et protéique de p21"¥" et p53, deux acteurs clefs de I’arrét du
cycle cellulaire

Au niveau ARNm (Figure 7), on détecte une surexpression de 1,9 x de p21 "l chez les
cellules stressées par rapport aux cellules contrdles. Par contre, nous observons une répression
de p53 de 1,8 x chez les cellules stressées par rapport aux cellules contréles. Au niveau
protéique (Figure 8), on ne détecte aucune différence significative des niveaux d’abondance
relative de p53, mais on distingue une légére augmentation de p2/"¥". Ces résultats sont en
accord avec les résultats obtenus par V. Bertrand-Vallery et al (Bertrand-Vallery et al., 2009).
En effet, il semble que I’arrét du cycle cellulaire dans ce modele soit marqué plutdt a court
temps apres le dernier stress (16-40 heures) avec une modification d’abondance importante de
p21" et p53.

3.1.3.3 Modification de I’expression génique

Un autre biomarqueur de la sénescence est la modification de I’expression génique.
Nous avons analysé I’expression de géne associé a la sénescence chez le kératinocyte tels que
MMP-1, MMP-9, la fibronectine et 1’ostéonectine (Kang et al., 2003). Ces genes codent pour
les métalloprotéinases 1 et 9, responsables de la dégradation des constituants de la MEC
(matrice extra cellulaire) et de la fibronectine et ostéonectine, protéines sécrétées et présentes
dans la MEC. Nous avons également étudié ’expression de I’IL-8, impliquée dans
I’inflammation (Perera et al., 2006). Enfin, nous avons aussi mesuré I’expression de 1’insuline
like growth factor binding protein 3 et 5 (IFGBP-3 et 5) et du transforming growth factor
beta-1 (TGF-B1), également surexprimé chez les kératinocytes sénescents (Kang et al., 2003).

Comme montré en Figure 9 nous avons observé une surexpression significative de
I’ARNm de 5,2 x pour MMP9 que de la fibronectin et IL-8 et TGF-f1 de respectivement 3,7
et 2,7 x chez les cellules stressées par rapport aux cellules contrdles. En revanche,
’ostéonectine, I’IGFBP-3 et 5 subissent une répression significative de respectivement 1,4,
13,7 et 18,1 x chez les cellules stressées par rapport aux cellules contréles. Une exposition
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Figure 9 : Etude de I’abondance relative en ARNm de MMP9, MMP1, IL-8, fibronectine,
ostéonectine, IGFBP3, IGFBPS5 et TGF-B1 chez les N-hTERT apres 8 expositions aux UVB a
300mJ/cm?. I’ARN a été extrait 72 h apres le dernier stress et la PCR en temps réel a été
réalisée. 23kDa a été utilisé comme gene de référence lors de 1’analyse des résultats. Les
résultats (moyenne de triplicats +/- écart type) sont exprimés comme le rapport entre
I’abondance relative de I’ARNm présent dans les cellules contrdles par rapport aux cellules
stressées (CTL=1) (ns: non significatif, *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001).






Figure 10 : Etude de I’abondance relative en ARNm de la loricrine, K14, K10, filaggrine et
involucrine chez les N-hTERT apres 8 expositions aux UVB a 300mJ/cm?. I’ARN a été
extrait 72 h apres le dernier stress et la PCR en temps réel a été réalisée. 23kDa a été utilisé
comme gene de référence lors de 1’analyse des résultats. Les résultats (moyenne de triplicats
+/- écart type) sont exprimés comme le rapport entre 1’abondance relative de I’ARNm présent
dans les cellules controles par rapport aux cellules stressées (CTL=1) (ns : non significatif, * :
P<0.05, ***: P<0.001).

Figure 11 : Analyse de I’abondance relative de 1’involucrine par Western blot. Les N-hTERT
ont été exposés (UVB) ou non (CTL) a 8 expositions répétées d’UVB a 300 mJ/cm?. Les
protéines ont €té extraites a 72 h apres le dernier stress, dans 4 cultures indépendantes (notées
1 2 4). La tubuline a été utilisée comme controle de charge. La tubuline a été utilisée comme
contrdle de charge.
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répétée aux UVB induit la production de métalloprotéinases matricielles en activant des voies
spécifiques de transduction du signal, ce qui confirme que 1’organisation de la matrice
extracellulaire subit des modifications durant la différenciation. Il y a également présence
d’une inflammation durant la cornification, et ceci a été observé via une augmentation de
I’abondance de I’ARNm de I’/L-8.

3.1.4 Etude des marqueurs de la différenciation des kératinocytes

Apres avoir mis en évidence qu’aucune sénescence significative n’apparaissait apres
une exposition répétée aux UVB, nous avons voulu observer si des biomarqueurs de
différenciation tardive étaient présents dans ce modele d’expositions répétées aux UVB.

Pour cela, 72 heures apres le dernier stress, nous avons analysé les niveaux
d’abondance relative en ARNm et en protéines de deux marqueurs de la différenciation
tardive des kératinocytes : I’involucrine et la filaggrine. L’involucrine est un composé précoce
trés important de la couche cornée puisqu’elle s’associe a une variété d’autres protéines
structurales de celle-ci, par conséquent, elle est un bon biomarqueur de la différenciation
tardive des kératinocytes. La filaggrine intervient également dans la formation de la couche
cornée, mais cette fois, en s’associant avec des filaments intermédiaires de kératine afin de les
aligner. En plus de cela, la filaggrine intervient dans I’osmorégulation de la couche cornée. La
loricrine est exprimée dans la couche granuleuse et est le principal composant de la couche
cornée puisqu’elle constitue entre 70 et 85 % de sa masse totale. Sa fonction principale est le
renforcement de la couche cornée au niveau de son cytoplasme. La kératine 14 quant a elle est
exprimée par les kératinocytes basaux. La kératine 10 est un marqueur de différenciation
précoce que 1’on retrouve in vivo que chez les kératinocytes confluants (Poumay and
Pittelkow, 1995).

3.1.4.1 Etude de ’abondance relative en ARNm de marqueurs de différenciation

Au niveau de ’ARNm, nous avons analysé par PCR en temps réel 1’abondance
relative des ARNm codant pour les protéines involucrine et filaggrine, mais également de la
loricrine, de la kératine 10 (K10) et de la kératine 14 (K14).

Lorsqu’on observe les résultats obtenus en Figure 10, nous détectons une répression
significative de la K10 (49,3 x) et une surexpression significative (2,8 x) de I’involucrine chez
les cellules N-hTERT exposées aux UVB en comparaison avec les cellules contrdles. Ceci
confirme le fait que les kératinocytes N-hTERT exposés aux UVB entrent en différenciation
tardive et en accord avec les résultats obtenus par V. Bertrand-Vallery.

3.1.4.2 Etude de ’abondance relative protéique de I’involucrine

Apres avoir observé une surexpression de I’ARNm de I’involucrine, nous avons étudié
son abondance protéique par Western blot a 72 heures aprés le dernier stress UVB. Les
résultats en Figure 11, montrent également une augmentation de 1’abondance de la protéine
lorsque les cellules N-hTERT sont exposées aux UVB. Ces résultats confirment ceux obtenus
au niveau de PARNm par PCR en temps réel et sont en accord avec les résultats
précédemment  obtenus au  laboratoire = (Bertrand-Vallery et al., 2010a).
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Figure 12 : Détection de [I’involucrine et de la filaggrine par marquage en
immunofluorescence chez les cellules N-hTERT exposées a 8 stress répétés aux UVB. Ce
marquage a ¢été réalisé 72 h apres la derniere exposition aux UVB. Les protéines ont été
marquées avec un anticorps anti-involucrine ou anti-filaggrine et les noyaux avec du TO-
PRO-3.



Résultats

3.1.4.3 Etude de I’abondance et de la localisation de marqueurs de différenciation
tardive par immunofluorescence

Afin d’observer les modifications d’abondance et la localisation de deux marqueurs de
différenciation tardive que sont I’involucrine et la filaggrine, nous avons réalisé un marquage
en immunofluorescence de ces deux protéines chez les N-hTERT a 72 heures apres le dernier
stress UVB (Figure 12).

Nous observons une forte augmentation de 1’abondance de I’involucrine chez les N-
hTERT ayant été exposés aux UVB comparativement aux cellules controles. De méme, nous
remarquons également une forte augmentation de 1’abondance de la filaggrine chez les
cellules stressées. Ceci permet de confirmer les observations faites par Bertrand-Vallery et al.
quant a I’induction d’une différenciation des cellules N-hTERT lorsqu’elles sont exposées aux
UVB.

3.1.5 Analyse de I’expression génique par cartes microfluidiques TagMan®

Les résultats obtenus jusqu’a ce stade nous permettent de confirmer ceux obtenus par
V. Bertrand-Vallery a savoir que les kératinocytes N-hTERT soumis a des expositions
répétées aux UVB entrent en différenciation tardive prématurée plutot qu’en sénescence. Afin
de réaliser une description plus complete de ce modele, nous avons décidé d’analyser les
modifications d’expression génique en utilisant des cartes Microfluidiques TagMan®
(Applied Biosystems). Ces cartes, réalisées sur demande, ont été spécifiquement élaborées
afin de permettre 1’étude simultanée de 1’expression de 92 génes impliqués dans la
physiologie de la peau (Annexel) ainsi que 4 geénes de référence. Les résultats obtenus sur 4
cultures indépendantes avec les cartes Microfluidiques TagMan® aprés une analyse
statistique (test t de Student) sont montrés en Figure 13a pour les genes surexprimés et en
Figure 13b pour les génes réprimés.

14 geénes ont montré une surexpression significative de 1’abondance relative de leur
ARNm. Parmi ces genes, on retrouve des génes intervenant dans 1’apoptose comme BCL2-
associated X protein (BAX) dont la protéine fait partie de la famille des protéines BCL2. Les
membres de cette famille peuvent former des homo ou des hétérodimeres qui vont agir
comme régulateur pro ou antiapoptotique. Ces protéines sont impliquées dans une grande
variété d’activité biologique. BAX va former un hétérodimeére avec BCL2 et agir en tant
qu’activateur apoptotique (Zhang et al.).

On trouve également des genes intervenant dans ’arrét du cycle cellulaire parmi
lesquels on retrouve la cycline D1 (CCNDI), qui fait partie de la famille des cyclines et qui
intervient dans la régulation du cycle cellulaire. Cette cycline interagit avec CDK4 et CDK6,
dont les activités sont nécessaires au cycle cellulaire pour passer de la phase G1 a la phase S.
Une surexpression de la cycline D1 peut altérer la progression du cycle cellulaire. Par contre,
la tumor protein p53 (TP53) qui répond a divers stress cellulaires en régulant des génes qui
induisent 1’arrét du cycle cellulaire, I’apoptose, la sénescence, la réparation de I’ADN ou des
changements dans le métabolisme est réprimée apres les stress UVB (Abraham, 2001).

Des génes intervenants dans le remodelage de la matrice extracellulaire ou dans

I’adhérence cellulaire comme le collagene de type XVII, alpha 1 (COL17A41) qui code pour la
chaine alpha du collagéne de type XVIIL. Ce collagéne est une protéine transmembranaire qui
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Figure 13 : Etude des modifications de 1’expression génique par carte microfluidique
TagMan® sur des kératinocytes N-hTERT apres 8 expositions répétées aux UVB. L’ARN a
été extrait a 72 heures apres le dernier stress UVB et préalablement vérifié par I’ Agilent 2100
Bioanalyzer. Le gene 18s a été utilisé comme gene de référence. La moyenne des résultats +/-
écart type (N = 4) a été analysée par un test statistique (*: P<0.05, **: P<0.01 et ***:
P<0.001). Les genes dont I’abondance relative en ARNm est surexprimée (a) et réprimée (b)
chez les cellules stressées sont exprimés par rapport aux cellules contrdles.

Figure 14 : Confirmation par PCR en temps réel des résultats obtenus par -carte
microfluidique TagMan®. 9 geénes possédant une variation d’expression dans les cartes Micro
Fluidic TagMan® ont été analysés par PCR en temps réel avec utilisation du SYBR Green en
utilisant 23kDa comme géne de référence.



Résultats

intervient dans la structure des hémidesmosomes qui sont des complexes multiprotéiques
situés sur la membrane basale dermo-épidémique et permettent 1’adhérence des kératinocytes
sur la membrane sous-jacente. Le collagene type I alpha 2 (COL1A42) est un géne codant pour
la chaine pro-alpha2 du collagéne de type I. Ce collagéne est présent abondamment dans le
derme. On retrouve également une surexpression de la fibriline (FBN) et de la fibronectine
(FNI), dont les protéines sécrétées sont présentes dans la matrice extracellulaire. La
fibronectine intervient dans les processus d’adhérence. L integrine alpha et beta 6 (ITGAG,
ITGB6) sont également surexprimées. La laminine alpha 3 (LAMA) est un membre de la
famille des lamines, glycoprotéines qui constituent le constituant majeur, avec le collagéne, de
la lame basale. Avec la fibronectine, les laminines servent de substrat pour la migration
cellulaire. La métalloprotéinase 9 (MMPY) fait partie des métalloproteinases matricielles et
intervient dans la destruction de la matrice extracellulaire lors de processus physiologiques
normaux comme le développement embryonnaire ou le remodelage de tissus (Hakki et al.,
2009). La présence d’une modification d’abondance de ces génes met en évidence un
remodelage de la matrice extracellulaire lorsque les cellules sont exposées aux UVB

A coté de cela, nous avons obtenu 14 génes qui ont subi une répression de leurs
ARNm. Ces genes interviennent ¢galement dans le remodelage de la matrice extra cellulaire.
Le collagene de type Il alpha I (COL3A1) qu’on trouve dans les tissus conjonctifs comme la
peau, le systeme vasculaire ou les intestins par exemple et s’associe avec le collagene de type
I. L’osteonectine (SPARC) qui est une protéine associée a la matrice influencant la synthése
de la matrice extracellulaire (Hakki et al., 2009).

Nous trouvons également des genes intervenant dans la différenciation des
kératinocytes comme les kératine 1 et 10 (KRT ; KRT10) qui sont spécifiquement exprimées
dans la couche épineuse et granuleuse de 1’épiderme. La kératine 4 (KRT74) qui est
spécifiquement exprimée dans les épidermes cesophagiens ou muqueux, et ce, avec les
kératines 13. La répression de kératine précoce spécifique de la différenciation des
kératinocytes confirme la différenciation alternative de ce modele. La caspase 14 (CASPI14)
qui fait partie de la famille des caspases joue un rdle dans le phénomene de 1’apoptose.
L’expression et le clivage de cette caspase intervient dans la différenciation terminale des
kératinocytes. Les insulin-like growth factor binding protein 3 et 5 (/GFBP3 ; IGFBP5) sont
¢galement réprimées.

3.1.6 Confirmation de I’analyse des cartes microfluidiques TagMan® par PCR en
temps réel

Dans le but de confirmer les résultats obtenus par les cartes microfluidiques
TagMan®, nous avons réalisé plusieurs contrdles par PCR en temps réel en utilisant le SYBR
Green comme agent intercalant. Nous avons sélectionné 9 génes qui étaient exprimés
différemment dans les cellules exposées aux UVB dans les cartes microfluidiques. Les
résultats obtenus (Figure 14), montrent que les valeurs obtenues pour chacun des geénes
varient de maniere similaire, quelle que soit la technique PCR utilisée. Nous confirmons la
surexpression des geénes IL-8, MMP9 et fibronectine, ainsi que la répression des genes
GAPDH, [’ostéonectine, p53, la kératine 10, IGFBP3 et IGFBPS5 dans des ordres de grandeur
similaires, quelque soit la technique utilisée. Ces résultats confirment donc les résultats
obtenus par carte microfluidique.
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Figure 15 : Représentation schématique du modele de stress UVB utilis¢é pour les
kératinocytes NHK. Les cellules sont exposées aux UVB 3 fois en une journée, et ce, a une
intensité de 675 mJ/cm? pour chaque exposition.

Figure 16 : Photographies de cellules NHK exposées (UVB) ou non (CTL) aux UVB. Les
cellules ont été observées a 72 heures apres la derniére exposition avec un microscope a
contraste de phase.






Figure 17 : Test de survie cellulaire (MTT) sur les kératinocytes NHK. Les cellules ont été
exposées aux UVB ou non (CTL) en utilisant le protocole d’exposition prévu pour les
kératinocytes N-hTERT (8 stress en deux jours) ainsi que celui prévu pour les kératinocytes
primaires (3 stress en une journée).



3.2 Etude des effets 2 long terme des UVB sur des kératinocytes
humains normaux (NHK)

Le second modéele que nous avons utilisé est un modele de stress mis au point au
laboratoire sur des kératinocytes NHK exposés aux UVB a une intensité¢ de 675 mJ/cm?, 3 fois
par jour (Figure 15). Afin d’étudier la réponse a long terme aux stress UVB dans ce modéle et
de le comparer au modele sur N-hTERT, nous avons analysé la présence de biomarqueurs de
sénescence et de différenciation et réalisé les différentes extractions a 72 heures aprés le
dernier stress UVB, afin d’étudier la réponse a long terme aux stress. En Figure 16 se trouvent
des photographies des kératinocytes NHK exposés ou non aux UVB, aprés la période de
récupération. Nous observons la présence de cellules plus grandes chez les NHK exposés aux
UVB. Nous avons d’abord vérifi¢ que les conditions de stress utilisées sont bien
subcytotoxiques. Ensuite, nous avons analys¢ 1’apparition de marqueurs de sénescence et de
différenciation. Enfin, nous avons réalisé une étude des modifications de 1’expression génique
par PCR en temps réel classique et par ’utilisation de cartes microfluidiques TagMan®
spécifiques de la physiologie de la peau.

3.2.1 Mesure de la survie cellulaire des NHK suite aux expositions répétées aux
UVB

Sur le méme principe que pour les N-hTERT, nous avons voulu observer I’impact que
peuvent avoir différentes doses d’UVB sur la viabilit¢ des NHK. Nous avons donc réalisé un
test MTT et vérifié¢ la survie cellulaire a 24 heures aprés le dernier stress. Deux séries
indépendantes ont été testées : 3 stress en une journée ou 8 stress répartis sur deux jours.

Comme montrés en Figure 17, nous avons observé que lorsqu’on stressait les NHK en
utilisant le protocole prévu pour les kératinocytes N-hTERT, soit 8 fois sur deux jours, la
mortalité était croissante avec I’augmentation des doses. En revanche, lorsqu’on utilisait le
protocole prévu pour ce type cellulaire soit 3 stress sur une journée, les cellules supportaient
correctement les doses bien qu’une légere mortalité de ’ordre de 10 % en plus qui apparait
avec |’augmentation de I’intensité des doses.

3.2.2 Mesure de ’apoptose des NHK suite aux expositions répétées aux UVB

Afin de s’assurer que la dose de 675 mJ/cm? (3 stress) n’induisait pas d’apoptose, nous
avons réalisé un marquage par immunofluorescence des cellules a 72 heures aprés le dernier
stress UVB. Tout comme pour les N-hTERT, ce marquage a été réalisé avec un anticorps
reconnaissant la forme active de la caspase 3 (Figure 18). Les cellules ont été exposées 8 fois
a la dose 300 mJ/cm? ainsi que 3 fois a 675 mJ/cm?.

Nous pouvons voir que ni lorsque les cellules sont exposées a 300 mJ/cm? ni
lorsqu’elles sont exposées a 675 mJ/cm?, I’abondance de la caspase 3 active augmentait par
rapport aux cellules contrdles, et qu’on ne détecte donc pas d’apoptose lorsque les cellules



Figure 18 : Détection de la caspase 3 active par marquage en immunofluorescence chez les cellules
NHK exposées a 3 ou 8 stress répétés aux UVB. Ce marquage en immunofluorescence a été réalisé
72 h apres la derniere exposition aux UVB. La protéine a été marquée avec un anticorps anti-caspase-3
active et les noyaux avec du TO-PRO-3.
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Figure 19 : Photographies des cellules NHK exposées ou non a 3 stress UVB a 675 mJ/cm?
apres marquage cytochimique de la SA B-gal. Les cellules sont observées avec un microscope
a contraste de phase 16 heures apres la coloration SA B-gal. Les cellules positives a la SA B-
gal sont de couleur bleue et sont pointées par une fléche.
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Figure 20 : Proportion de cellules NHK positives a la SA B-gal suite a 3 stress UVB a
675 mJ/cm? en comparaison avec des cellules NHK non exposées (CTL).
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sont soumises a ces doses. Les résultats obtenus lors du test de survie cellulaire et du
marquage de I’apoptose confirment que le modele d’expositions aux UVB des NHK, soit 3
stress de 675 mlJ/cm? répartis sur une journée, est bien subcytotoxique et n’induit pas
d’apoptose.

3.2.3 Etude des marqueurs de la sénescence
3.2.3.1 L’activité SA B-gal

Afin d’observer DI’apparition d’une sénescence prématurée chez les kératinocytes
primaires suite a une exposition répétée aux UVB, nous avons réalis¢ un marquage de
I’activité SA B-gal a 72 heures apres le dernier stress UVB chez des cellules stressées et
contrbles (Figure 19).

La quantification du comptage de cellules positives montrées en Figure 20, montre que
la proportion de cellules positives a I’activité SA B-gal augmentent de 5 % dans les cellules
controles a 46 % dans les cellules stressées aux UVB. On détecte donc, contrairement aux N-
hTERT, une forte augmentation de la proportion de cellules positives a cette activité. Les
UVB semblent donc induire une sénescence prématurée des NHK. Afin de vérifier cela, nous
avons étudié si les NHK stressés arrétaient de se diviser et exprimaient les génes associés a la
sénescence.

3.2.3.2 L’arrét du cycle cellulaire

Afin de mettre en évidence I’arrét du cycle cellulaire, nous avons mesuré les niveaux
d’abondance relative d’ARNm et protéique de p16™5* p21" et p53 4 72 h aprés le dernier
stress.

En figure 21, nous observons une répression de 1’abondance relative en ARNm de
p21" et de p53 de 1,4 x et de 1,2 x respectivement ainsi qu’une surexpression de p16™%*.
Cette surexpression de 2,7 x de pI6™"**" pourrait laisser supposer que les NHK exposés aux
UVB arrétent de se diviser en surexprimant cette voie de contrdle du cycle cellulaire.
Toutefois, il faut rester prudent face a D’interprétation de ces résultats, car, apres test
statistique, nous n’avons pas pu mettre en évidence de différence significative d’expression de
ces trois genes entre les cellules contrdles et les cellules stressées. Au niveau protéique, en
Figure 22, nous détectons une augmentation d’abondance relative de la protéine p21"",
ainsi que de la protéine p33 et une légére augmentation de p/6™"~*. Ces résultats semblent
donc indiquer que les NHK exposés aux UVB surexpriment ces protéines intervenant dans
I’arrét du cycle cellulaire et ont donc probablement arrété de proliférer.

Il serait intéressant de confirmer ces résultats en suivant I’incorporation de thymidine triciée
chez les cellules contrdles et cellules stressées a différents temps apres le dernier stress.
3.2.3.3 Modification de I’expression génique

Nous avons ensuite observé les variations d’expression au niveau de I’ARNm de
plusieurs genes impliqués dans la sénescence du kératinocyte.
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Figure 21 : Etude de I’abondance relative en ARNm de p2 1WA 516™K42 ot p53 chez les
NHK apres 3 expositions aux UVB a 675 mJ/cm?. I’ARN a été extrait 72 h apres le dernier
stress et la PCR en temps réel a été réalisée. 23kDa a été choisi comme gene de référence lors
de I’analyse des résultats. Les résultats (moyenne de triplicats +/- écart type) sont exprimés
comme le rapport entre 1’abondance relative de ’ARNm présent dans les cellules contrdles
par rapport aux cellules stressées (CTL=1) (ns: non significatif).
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Figure 22 : Analyse de I’abondance relative des protéines p2 , pl et p5S3 par
Western blot. Les NHK ont été exposés (UVB) ou non (CTL) a 3 expositions répétées d’UVB
a 675 mJ/cm?. Les protéines ont ét¢ extraites a 72 h apres le dernier stress, dans 3 cultures
indépendantes (notées 1 a 3). La tubuline a été utilisée comme controle de charge.



Résultats

Comme montré en Figure 23, ’abondance relative des ARNm de MMP9, ’ostéonectine,
IGFBP-3, IGFBP-5, TGF-p1 et la fibronectine subissent chacun une surexpression
significative de respectivement 32,1, 12,4, 2,2, 2,0, 2,4 et 59,3x chez les cellules stressées par
rapport aux cellules controles. Ces genes ont été décrits par Kang et al. (Kang et al., 2003)
pour étre surexprimés chez les kératinocytes oraux normaux humains lors de la sénescence
réplicative. Le fait que ces geénes soient surexprimés de maniere significative et a des
amplitudes plus importantes que chez les N-hTERT, semble confirmer que les NHK exposés
aux UVB montrent une apparition prématurée de certains marqueurs de sénescence (SA B-gal,
augmentation d’abondance protéique de p21"** et p53, et surexpression de génes associés a
la sénescence). Il semble donc que la réponse des NHK soit différente de celle des N-hTERT
apres expositions répétées aux UVB.

3.2.4 Etude des marqueurs de différenciation des kératinocytes

Apres avoir mis en évidence chez les NHK 1’apparition de marqueurs spécifiques de la
sénescence suite a une exposition répétée aux UVB, nous avons voulu observer si des
biomarqueurs de différenciation tardive étaient également présents dans ce modele.

Pour cela, 72 heures aprés le dernier stress, nous avons analysé les niveaux
d’abondance relative en ARNm et en protéines de 1’involucrine, la filaggrine, la loricrine,
K10 et K14.

3.2.4.1 Etude de I’abondance relative en ARNm de marqueurs de différenciation

Au niveau de I’ARNm, nous avons observé par PCR en temps réel I’abondance
relative des ARNm codant pour les protéines involucrine, filaggrine, loricrine, k10 et k14.

Lorsqu’on observe les résultats obtenus en Figure 24, nous détectons et une
surexpression significative de la loricrine et de K14 de respectivement 6,7 et 3,4 x chez les
NHK stressés en comparaison avec les cellules contrdles. Les différences d’expression des
autres genes ne sont pas significatives.

3.2.4.2 Etude de ’abondance relative protéique de I’involucrine

Nous avons ensuite étudié I’abondance protéique de I’involucrine par Western blot a
72 heures apres le dernier stress UVB. Les résultats en Figure 25 ne montrent aucune
variation d’abondance de la protéine lorsque les cellules sont exposées aux UVB. Ces
résultats confirment ceux obtenus au niveau de I’ARNm par PCR en temps réel ou aucune
modification d’expression n’a été observée.

3.2.4.3 Etude de I’abondance et de la localisation de marqueurs de différenciation
tardive par immunofluorescence
Enfin, afin de comparer les deux modeles d’exposition, nous avons aussi voulu

observer les modifications d’abondance et de localisation de I’involucrine et la filaggrine, par
un marquage en immunofluorescence chez les NHK a 72 heures apres le dernier stress UVB.
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Figure 23 : Etude de ’abondance relative en ARNm de MMP9, MMP1, IL-8, fibronectine,
ostéonectine, IGFBP3, IGFBP5 et TGF-B1 chez les NHK aprés 3 expositions aux UVB a
675 mJ/cm?. L’ARN a été extrait 72 h aprés le dernier stress et la PCR en temps réel a été
réalisée. 23kDa a été utilis¢é comme géne de référence lors de 1’analyse des résultats. Les
résultats (moyenne de triplicats +/- écart type) sont exprimés comme le rapport entre
I’abondance relative de I’ARNm présent dans les cellules controles par rapport aux cellules
stressées (CTL=1) (ns: non significatif, **: P<0.01 et ***: P<0.001).






Figure 24 : Etude de I’abondance relative en ARNm de la filaggrine, loricrine, K14, K10 et
involucrine chez les NHK apres 3 expositions aux UVB a 675 mJ/cm?. L’ARN a été extrait
72 h apres le dernier stress et la PCR en temps réel a été réalisée. 23kDa a été utilisé comme
gene de référence lors de I’analyse des résultats. Les résultats (moyenne de triplicats +/- écart
type) sont exprimés comme le rapport entre I’abondance relative de I’ARNm présent dans les
cellules contrdles par rapport aux cellules stressées (CTL=1) (ns: non significatif).

Figure 25 : Analyse de 1’abondance relative de 1’involucrine par Western blot. Les NHK ont
été¢ exposés (UVB) ou non (CTL) a 3 expositions répétées d’UVB a 675 mJ/cm?. Les
protéines ont été extraites a 72 h apres le dernier stress, dans 3 cultures indépendantes (notées
1 a 3). La tubuline a été utilisée comme contrdle de charge.






Figure 26 : Détection de [I’involucrine et de la filaggrine par marquage en
immunofluorescence chez les cellules NHK exposées a 3 stress répétés aux UVB. Ce
marquage en immunofluorescence a été réalisé 72 h apres la dernicre exposition aux UVB.
Les protéines ont ét¢ marquées avec un anticorps anti-filaggrine ou anti-involucrine et les
noyaux avec du TO-PRO-3



Résultats

La Figure 26 ne montre aucun changement ni d’abondance ni de localisation de ces
protéines entre les cellules exposées aux UVB et les cellules contrdles.

Puisqu’aucune modification de 1’expression de I’involucrine et de la filaggrine n’a été
mise en évidence, on peut supposer qu’une exposition aux UVB n’induit aucune modification
importante de I’état de différenciation des NHK.

3.2.5 Analyse de ’expression génique par cartes Microfluidiques TagMan®

Les résultats obtenus jusqu’a présent, permettent de confirmer que les kératinocytes
NHK soumis a des expositions répétées aux UVB entrent sénescence prématurée plutdt qu’en
différenciation tardive. Afin de réaliser une description plus compléte de ce modéle, nous
avons décidé d’analyser les modifications d’expression génique en utilisant des cartes
Microfluidiques TagMan® (Applied Biosystems) identiques a elles utilisées avec les N-
hTERT. Les résultats obtenus sur 3 cultures indépendantes apreés une analyse statistique sont
montrés en Figure 27a pour les génes surexprimés et en Figure 27b pour les génes réprimés.

Apres une analyse statistique (test t Student), nous avons identifié 9 génes qui étaient
surexprimés et 19 geénes réprimés chez les NHK stressés aux UVB.

Parmi les génes surexprimés, on retrouve la BCL2-associated X protein (BAX) et la
cycline D1 (CCNDI) intervenant dans 1’apoptose et dans 1’arrét du cycle cellulaire.

On retrouve également des génes codant pour des protéines intervenants dans divers
aspects du développement d’un épiderme comme la defensine beta 1 (DEFBI) qui est un
peptide anti-microbique impliqué dans la résistance de 1’épiderme a 1’invasion microbienne.
La kératine 14 (KRTI14) qui intervient dans la formation du cytosquelette des kératinocytes.
La kératine 19 (KRTI19) qui est spécifiquement exprimée dans le périderme, I’enveloppe
superficielle qui entoure I’épiderme en cours de développement. La kératine 7 (KRT7) qui est
spécialement exprimée dans les épithéliums recouvrant I’intérieur des organes, des conduits
glandulaires ou des vaisseaux sanguins.

Parmi les 19 genes dont I’expression est réprimée, on retrouve des génes impliqués
dans I’inflammation et I’apoptose tels que (Interleukin 14 et IB) ILIA, ILIB et BCL2-like 1
(BCL2L1) qui est une protéine de la famille des BCL-2.

On y retrouve également des génes impliqués dans 1’arrét du cycle cellulaire avec la
cyclin-dependent kinase inhibitor 24 (CDKN24 ou pl6™*"), qui est un géne générant
plusieurs transcrits via un épissage alternatif. Le growth arrest and DNA-damage-inducible
alpha (GADD454) qui fait partie d’une famille de geénes qui subissent une augmentation du
niveau de leur ARNm suivant un arrét de la croissance suite a un stress et 7P53 (Abraham,
2001)

La matrice extracellulaire subit également un changement suite a la modification
d’abondance des génes comme COL17A1, le géne codant pour la chaine alpha 5 du collagene
de type IV (COL4A5) qui est I'une des six sous-unités du collagéne IV, composant majeur de
la membrane basale. La fibuline 5 (FBLN5) qui est une protéine de la matrice extracellulaire
promouvant ’adhérence des cellules endothéliales. La metalloproteinase matricielle 1
(MMPI), qui dégrade le collagéne de type I, I et IIl. La metalloproteinase matricielle 2
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Figure 27 : Etude des modifications de 1’expression génique par carte microfluidique
TagMan® sur des kératinocytes NHK aprés 3 expositions répétées aux UVB. L’ARN a été
extrait @ 72 heures apres le dernier stress UVB et préalablement vérifié par 1’Agilent 2100
Bioanalyzer. Le géne 18s a été utilisé comme gene de référence. La moyenne des résultats +/-
écart type (N = 3) a été analysée par un test statistique (*: P<0.05, **: P<0.01 et ***;
P<0.001). Les geénes dont I’abondance relative en ARNm est surexprimée (a) et réprimée (b)
chez les cellules stressées sont exprimeés par rapport aux cellules controles.

Figure 28 : Confirmation par PCR en temps réel des résultats obtenus par carte
microfluidique TagMan®. 6 genes possédant une variation d’expression dans les cartes Micro
Fluidic TagMan® ont été analysés par PCR en temps réel avec utilisation du SYBR Green en
utilisant 23kDa comme géne de référence.



Résultats

(MMP?2) quant a elle, dégrade le collageéne de type IV. La modification d’abondance de geénes
impliqués dans la formation et ’entretien de la matrice extracellulaire laisse supposer leur
implication dans le changement de morphologie que subissent les kératinocytes en entrant en
sénescence. Enfin, notons que lorsqu’on regarde cette liste de génes on ne détecte pas de
modification d’expression de génes impliqués dans le processus de différenciation tardive.

3.2.6 Confirmation de ’analyse des cartes microfluidiques par PCR en temps
réel

Dans le but de confirmer les résultats obtenus par les cartes microfluidiques
TagMan®, nous avons réalisé plusieurs contrdles par PCR en temps réel utilisant le SYBR
Green comme agent intercalant. Nous avons sélectionné 6 geénes qui étaient exprimés
différemment dans les cellules exposées aux UVB sur les cartes microfluidiques. Les résultats
obtenus (Figure 28) montrent que, les valeurs obtenues pour chacun des génes varient de
maniéres similaires dans les deux techniques utilisées. Nous confirmons la surexpression des
genes kératine 14, PCNA ou HSPAIA, ainsi que la répression des genes p53, MMPI, et
GADD45A4 dans des ordres de grandeur similaires, quelque soit la technique utilisée. Ces
résultats confirment donc les résultats obtenus par carte microfluidique. Les résultats obtenus
sur les deux modeéles d’expositions UVB répétées semblent montrer que les N-hTERT
exposés aux UVB entrent en différenciation tardive tandis que les NHK entrent en sénescence
prématurée.

3.3 Variation transcriptomique au cours du photovieillissement

Afin de comparer ces deux modeles avec ce qui se passe lors du photovieillissement
de la peau, nous avons décidé de réaliser une analyse des modifications d’expression génique
du photovieillissement de la peau en utilisant les cartes microfluidiques TagMan® (Applied
Biosystems) et de comparer les résultats obtenus sur les deux modeles. Pour ce faire, nous
avons récolté des échantillons de peau provenant de donneurs jeunes et agés. Les échantillons
de peau ont été isolés a partir de prépuces de jeunes donneurs (N = 6, 4ge moyen = 18 mois
+/- 9 mois), ou de paupieres provenant de donneurs plus agés (N = 6, age moyen = 73 ans +/-
15 ans). Les échantillons provenant des donneurs plus agés sont considérés comme photoagés
puisqu’ils sont localisés sur une partie du corps qui est exposée aux UV. Apres une séparation
de I’épiderme par un traitement a la dispase, nous avons extrait ’ARN et observé les
variations d’expression génique en utilisant des cartes microfluidiques TagMan® (Applied
Biosystems) réalisées sur demande, et permettant 1’é¢tude simultanée de 1’expression de 92
genes impliqués dans la physiologie de la peau (Annexel) ainsi que 4 genes de références.
Les résultats obtenus avec les cartes Microfluidiques TagMan® aprés une analyse statistique
(test t de Student) sont montrés en figure 29a pour les génes surexprimés et en figure 29b pour
les génes réprimés.

3.3.1 Analyse de I’expression génique par cartes Microfluidiques TagMan®
Comme précédemment, I’intégrité des échantillons d’ARN a été vérifiée en utilisant
I’Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Parmi les geénes

subissant une variation, certains d’ente eux sont impliqués dans le vieillissement de la peau
comme 1’arrét du cycle cellulaire, I’apoptose ou la réorganisation de la matrice extra

40



Figure 29 : Etude des modifications de D’expression génique par carte microfluidique
TagMan® sur des échantillons de peau agée en comparaison avec des échantillons de peau
jeune. L’ARN a été préalablement vérifié¢ par 1’Agilent 2100 Bioanalyzer. Le géne 18s a ¢été
utilis¢ comme gene de référence. La moyenne des résultats +/- écart type (N = 6) a été
analysée par un test statistique (*: P<0.05, **: P<0.01 et ***: P<0.001). Les genes dont
I’abondance relative en ARNm est surexprimée (a) et réprimée (b) chez les échantillons de peau
agée sont exprimés par rapport aux échantillons de peau jeune.

Figure 30 : Confirmation par PCR en temps réel des résultats obtenus par -carte
microfluidique TagMan®. 5 geénes possédant une variation d’expression dans les cartes Micro
Fluidic TagMan® ont été analysés par PCR en temps réel avec utilisation du SYBR Green en
utilisant 23kDa comme géne de référence.



Résultats

cellulaire. Sur cette carte, les 13 genes repris sur la figure 29a sont surexprimés. On y retrouve
des geénes impliqués dans la régulation de la matrice extracellulaire comme COLI7A41,
COLIA2, FBLNS5, FBNI, FNI, MMP2. La surexpression de ces geénes confirme la
modification de la matrice extracellulaire de la peau lorsque celle-ci est exposée
chroniquement aux UVB.

On y retrouve également I’/GFBP3 et le TGFBI qui sont impliqués dans la sénescence
et pour finir, deux kératines sont surexprimées avec la KRT14 et la KRT 5 qui est une kératine
spécifique de la couche basale.

Nous avons ¢galement détecté 13 génes qui sont réprimés. On y retrouve (Figure 29b)
des genes impliqués dans 1’apoptose avec la présence de BCL2LI, CASPI4 et pour finir,
linsulin-like growth factor binding protein 7 (IGFBP7), IGFBPS5, GADD45A4 et KRT1I.

Le fait que des génes impliqués dans la structure de la matrice sont exprimés
(COL17A1, COLIA2, FBLNS, FBNI, FNI, MATN2 et MMP?2) confirme le fait que la matrice
extracellulaire subit des changements au cours du photovieillissement. On peut supposer que
la peau peut avoir développé une réponse adaptative aux expositions chroniques aux UVB. A
coté de cela, la présence de protéine de réponse aux stress et d’apoptose met en évidence les
mécanismes de protection visant a protéger les protéines ou I’intégrité du tissu en évitant la
propagation de cellules trop endommagges.

3.3.2 Confirmation de ’analyse des cartes Microfluidiques par Real-Time PCR

Une nouvelle fois, nous avons réalis¢ plusieurs controles par PCR en temps réel
utilisant le SYBR Green comme agent intercalant afin de confirmer les résultats obtenus par
les cartes microfluidiques TagMan®. Nous avons sélectionné 5 genes qui étaient exprimés
différemment dans les peaux photodgées dans les cartes microfluidiques. Les résultats obtenus
(Figure 30) montrent que, les valeurs obtenues pour chacun des genes varient de manicres
similaires dans les deux techniques utilisées. Nous confirmons la surexpression des genes
fibronectine, IGFBP3 ou TGFp-1 ainsi que la répression des génes /GFBP5 et GADD45A4
dans des ordres de grandeur similaires, quelque soit la technique utilisée. Ces résultats
confirment donc les résultats obtenus par carte microfluidique.
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Conclusion et perspectives

Au cours de ce travail, nous avons comparé¢ et caractérisé la réponse a long terme de
kératinocytes immortalisés (N-hTERT) et normaux (NHK) a des expositions répétées d’UVB.

Les kératinocytes sont caractéris€s par une différenciation leur permettant de
développer les différentes couches successives de I’épiderme. Les différents stades de
différenciation sont caractérisés par des marqueurs protéiques spécifiques (Candi et al., 2005).
D’autre part, les kératinocytes en culture développent, aprés une dizaine de doublements de
population, des marqueurs de sénescence réplicative (Gosselin et al., 2009).

Au laboratoire, il a ét¢ montré que les fibroblastes humains de poumon et de peau
pouvaient entrer en sénescence prématurée suite a des expositions répétées d’agents oxydatifs
(-BHP, H,O, (Dumont et al., 2000) et/ou entrainant des dommages a I’ADN (UVB (Debacqg-
Chainiaux et al., 2005)). Nous nous sommes donc intéressés a la réponse de kératinocytes
immortalis€s ou normaux aux expositions répétées d’UVB afin de déterminer si ces stress
induisaient une différenciation ou une sénescence prématurée.

Le modéle utilisé sur les kératinocytes N-hTERT ne possédant pas de géne pl6™<™*
fonctionnel et immortalisés par 1’expression de la t€lomérase humaine (hTERT) a été mis au
point précédemment au laboratoire et induit I’apparition d’une différenciation alternative
prématurée (Bertrand-Vallery et al., 2009). Notons que des études réalisées précédemment ont
permis de démontrer que 1’expression de la télomérase seule ne suffisait pas a empécher les
kératinocytes d’entrer en sénescence, mais qu’il fallait en plus inhiber le géne p16™* qui est
un inhibiteur de CDK et qui peut stopper le cycle cellulaire en phase G1/S (Rheinwald et al.,
2002).

Le mod¢le utilisé sur les kératinocytes NHK a lui aussi été mis au point au laboratoire,
en collaboration avec le laboratoire de Dermatologie de la KULeuven (Prof. M. Garmyn). Des
premieres observations réalisées sur ce modele semble montrer que les NHK, contrairement
aux N-hTERT, développeraient des marqueurs de sénescence prématurée apres stress UVB.

Ces deux mode¢les suivent un protocole d’exposition UVB différent qui a été mis au
point pour chacune des lignées utilisées afin d’étre subcytotoxique et de n’induire aucune
apoptose. Le modéle d’exposition des N-hTERT est composé de 8 stress de 300 mJ/cm?,
répartis sur deux jours. Le modele sur NHK est quant a lui composé de 3 stress de 675
mJ/cm?, sur une seule journée.

La premiére partie de notre travail a consisté en la vérification que les doses choisies
étaient subcytotoxiques et n’induisaient aucune apoptose. Lorsque nous avons comparé la
différence qu’il existait entre les deux modeles, nous avons observé que les N-hTERT
supportaient bien les expositions multiples sous une dose réduite, mais que si on augmentait la
dose en réduisant le nombre d’expositions, leur tolérance diminuait. Le phénomene inverse a
quant a lui été observé sur les NHK ne supportant pas les 8 doses a 300 mJ/cm?, mais
supportant les 3 doses a 675 mJ/cm?. Il semble donc que les N-hTERT supportent bien un
nombre plus élevé de stress, tandis que les NHK sont plus résistants a la puissance utilisée.
L’¢tude de I’induction de I’apoptose par marquage en immunofluorescence de la caspase 3
active a confirmé que les doses choisies n’induisaient pas I’apoptose des cellules.

Dans la seconde partie de ce travail, nous nous sommes intéressés a I’étude des
marqueurs de sénescence et de différenciation développés dans les deux modeles. Au niveau
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des marqueurs de sénescence, nous nous sommes intéressés a l’activité SA f-
galactosidase (SA B-gal) détectée chez les kératinocytes sénescents (Gosselin et al., 2009), a
I’arrét des divisions cellulaires en mesurant I’expression d’acteurs clefs de I’arrét du cycle
cellulaire tels que p21™*F', p16™5** et p53 et a I’expression de génes associés a la
sénescence (Kang et al., 2003). En ce qui concerne les marqueurs de différenciation, nous
avons ¢étudié I’expression de marqueurs de différenciation précoce (kératine 10 et 14) et
tardive (involucrine et filaggrine) des kératinocytes.

Les résultats que nous avons obtenus dans le modele de stress UVB sur N-hTERT
confirment les observations faites par V. Bertrand-Vallery qui a montré que les N-hTERT
exposés aux UVB développaient une différenciation tardive alternative caractérisée par une
augmentation de I’abondance de 1’involucrine, de la filaggrine, et une surexpression de MMP-
9 (Bertrand-Vallery et al., 2010a). Au niveau des marqueurs de sénescence, nous n’avons pas
observé de modification importante de I’activité SA B-gal, ni de modification de 1’expression
de p53. Nous avons observé une légére surexpression de p21V 4" en accord avec les résultats
obtenus par V. Bertrand-Vallery. L’activation de p21VAF ! est dépendante de p53 qui se lie au
promoteur du géne p21“*"" et active ainsi sa transcription (Johnson and Walker, 1999). Il est
possible qu’au moment ou nous avons réalisé nos extractions, c’est-a-dire a 72 heures apres le
dernier stress, nous ne détections plus de modification d’expression de p53, sans doute activé
avant, mais qu’on détecte toujours une surexpression de p21VAFL En effet, V. Bertrand-
Vallery a montré que 1’abondance relative protéique de p53 était surtout détectable a 16h et a
40h apres le dernier stress (Bertrand-Vallery et al., 2009). II serait donc intéressant de réaliser
une cinétique d’extractions apres le dernier stress pour confirmer ces résultats. De plus, il
serait également instructif de corréler ces résultats avec un test d’incorporation de thymidine
tritiée. En ce qui concerne 1’expression de geénes associés a la sénescence, nous avons mis en
¢vidence la surexpression de la fibronectine, constituant de la matrice extracellulaire, ainsi
que des geénes MMP-1 et MMP-9, codant pour les métalloprotéinases matricielles MMP-1
(collagénase) et MMP-9 (92-kD gélatinase). Ces métalloprotéinases sont dépendantes de
I’activation de AP-1 (Activator Protein 1) qui est un facteur de transcription composé des
protéines Fos et Jun, activé apres expositions UVB et lors du photovieillissement de la peau
(Fisher et al., 2002). Les UVB vont également induire I’activation du facteur de transcription
NF-kB qui va a son tour stimuler la transcription de genes codant pour des cytokines pro-
inflammatoires parmi lesquelles on retrouve TNF-a et IL-8 (Senftleben and Karin, 2002). Par
contre, nous n’avons pas pu mettre en évidence de surexpression de I’/GFBP-3 et du TGF-B1,
décrits pour étre surexprimés lors de la sénescence des kératinocytes (Kang et al., 2003) chez
les N-hTERT exposés aux UVB. Ces résultats semblent donc confirmer que les N-hTERT
exposés aux UVB entrent dans un état de différenciation tardive alternative plutét qu’en
sénescence prématuree.

Nous avons également étudié ces marqueurs de sénescence et de différenciation dans
le modele d’expositions répétées des NHK aux UVB, mis récemment au point au laboratoire.
En ce qui concerne les marqueurs de différenciation, nous n’avons pas pu mettre en évidence
de modification de I’expression des marqueurs de différenciation. Ainsi, au contraire des N-
hTERT, nous n’avons pas détecté de modification de 1’abondance de I’involucrine et de la
filaggrine. Par contre, en ce qui concerne les marqueurs de sénescence, nous avons montré
une forte augmentation de la proportion de cellules positives a la SA B-gal chez les NHK
exposés aux UVB atteignant ainsi 46 % de cellules positives apreés expositions UVB, en
comparaison avec les 10 % de cellules positives atteint chez les N-hTERT. Au niveau de
I’arrét du cycle cellulaire, nous avons mis en évidence une augmentation de 1’abondance
protéique relative de p21"™*" et de p53, ainsi qu’une plus 1égére augmentation de p16™*, a
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72 heures apres le dernier stress, ce qui laisse supposer que les cellules ont sans doute
arrété de proliférer. Il serait intéressant de compléter ces résultats par une étude de
I’incorporation de thymidine tritiée, afin de confirmer 1’arrét de prolifération. Pour ce qui est
des geénes associés a la sénescence, nous avons observé une forte surexpression de la
fibronectine et de ’ostéonectine, deux composants de la matrice extracellulaire, ainsi qu’une
surexpression de MMP-9. Le TGF-f1 ainsi que ’/GFBP-3 sont ¢galement surexprimés.
L’ensemble de ces résultats semblent donc confirmer que les NHK exposés aux UVB entrent
en sénescence prématurée et non en différenciation tardive alternative.

Notons que comme nous I’avons déja mentionné, I’expression de la télomérase a elle
seule ne suffit pas a immortaliser les kératinocytes. En effet, les kératinocytes oraux normaux
humains développent aprés plusieurs passages en culture les différents marqueurs de la
sénescence (Kang et al., 2003). Il semble donc que I’inactivation du géne pl6™** soit
essentielle pour leur immortalisation, sans toutefois modifier leur capacité de différenciation
(Dickson et al., 2000). Il a été montré que la surexpression de pl6™%*! ¢était un excellent
marqueur de vieillissement de la peau in vivo (Ressler et al., 2006). Afin de confirmer
I’implication de ce gene dans I’apparition de la sénescence, il serait intéressant de tester 1’effet
de stress UVB répétés chez des kératinocytes normaux dans lesquels 1’expression de p16™<**
est inhibée, par exemple, en utilisant des siRNA.

Afin de réaliser une étude des modifications de I’expression génique plus compléte,
nous avons utilisé des cartes microfluidiques (Applied Biosystems), créées sur demande, et
permettant I’analyse de 1’expression de 92 genes associés a la physiologie de la peau et de 4
genes de référence. Les résultats obtenus ont été confirmés par PCR en temps réel
« classique » utilisant le SYBR Green comme agent intercalant.

Lors du modele d’expositions répétées d’'UVB sur N-hTERT, nous avons observé des
modifications d’expression de génes codant pour des protéines de la matrice
extracellulaire. Ainsi, nous avons montré une surexpression de COLI741, de COL1A2 ainsi
qu’une répression de COL3A41. Ces trois genes codent pour différents types de collageénes
présents dans la matrice extracellulaire. D’autre part, nous avons également détecté une
surexpression de la fibronectine (FNI) et de la fibriline-1 (FBNI) mais une répression de
I’ostéonectine (SPARC), codant également pour trois autres protéines de la matrice
extracellulaire. Une surexpression de MMP-9 est également détectée.

Lors du modéle sur NHK, nous avons également remarqué des modifications de
I’expression de genes codant pour des protéines de la matrice extracellulaire. Nous avons
ainsi mis en évidence une répression de COLI7A41, COL4A45, MMP-1 et MMP-2.

In vivo, la peau humaine, comme les autres organes, subit un vieillissement
intrins€que, principalement déterminé génétiquement. En plus de cela, la peau est directement
en contact avec I’environnement et par conséquent, subit un vieillissement extrinseque qui est
le résultat de dommages environnementaux, et plus particulierement des UV, et de ce fait
également dénommé photovieillissement. L’une des principales cibles du vieillissement de la
peau sont des réarrangements au niveau de la matrice extracellulaire avec pour conséquence
une diminution de la synthése des constituants de la matrice extracellulaire et une
augmentation de I’expression des métalloprotéinases (MMP), enzymes responsables de la
dégradation des différents constituants de la matrice extracellulaire (Sternlicht and Werb,
2001). Ceci entraine des modifications importantes de la composition de cette derniere
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(Fisher et al., 2002; Wlaschek et al., 2001). Il a ét¢ montré que les UVB activent des
récepteurs de cytokines et de facteurs de croissance a la surface des kératinocytes. Une fois
activés, ces récepteurs stimulent des cascades de transduction du signal qui a leur tour,
stimule la transcription de génes de MMP (Angel et al., 2001). Un facteur de transcription
important dans la régulation de 1’expression de ces MMP est le facteur AP-1. Des kinases
activées aprés un stress UVB activent le facteur de transcription AP-1 qui induit la
transcription d’un grand nombre de genes intervenants dans des fonctions diverses comme la
prolifération cellulaire ou la différenciation. AP-1 peut également &tre activé par plusieurs
oxydants, ce qui fait de AP-1 un facteur de transcription efficace contre le stress oxydatif
(Lavrovsky et al., 2000). Parmi les génes activés par AP-1, on retrouve des geénes codant les
MMP (Angel et al., 2001). Dans la peau, les MMP sont constitutivement exprimées ce qui
entraine un équilibre entre synthése et dégradation de la matrice extracellulaire. Mais ces
MMP seront surexprimées en cas d’exposition aux UV via AP-1. Les MMP-1 vont dégrader
le collagene de type I et III de la peau en le clivant a un site précis de la triple hélice, ce qui va
réduire I’intégrité structurelle du derme. Une fois clivé par MMP-1, le collagéne subira une
nouvelle dégradation via I’action de MMP-3 et MMP-9 (Sternlicht and Werb, 2001). In vivo,
il a été montré que ’activit¢ de MMP-3 et MMP-9 était identique (Fisher and Voorhees,
1998). Sans une réparation efficace des dommages induits par les MMP sur le collagene, un
phénoméne d’accumulation apparaitra & chaque exposition successive aux UVB, induisant
une accumulation des composants de la matrice extracellulaire dégradés générant un
photovieillissement de la peau (Fisher et al., 2002).

Une exposition solaire chronique aura également comme conséquence un
épaississement de I’épiderme et de la couche cornée. La fonction de cet épaississement est
une mesure de protection visant a augmenter le chemin que devront parcourir les UV avant
d’atteindre les couches inférieures de la peau telle que la couche basale ou suprabasale, qui
sont plus vulnérables aux UV (de Winter et al., 2001). Une autre protection développée par la
peau pour lutter contre les dommages induits par les expositions chroniques est une
augmentation de la pigmentation via la production de mélanine (Verschooten et al., 2006).
Cette protection est basée sur une augmentation de la taille et du nombre de mélanocytes. La
mélanine sera stockée dans les mélanosomes qui formeront une protection par-dessus les
noyaux des kératinocytes et les protégeront de dommages induits par les UVB (Kanitakis,
2002). 11 a été montré que les dommages a I’ADN induits par les UV ou leurs réparations
pouvaient stimuler I’apparition d’une pigmentation (Gilchrest and Eller, 1999). Puisque les
dommages a I’ADN induisent 1’expression de p53, il est supposé que p53 pourrait avoir un
role dans I’induction de la pigmentation suite a une exposition aux UV (Nylander et al.,
2000).

En ce qui concerne les genes codant pour des marqueurs de différenciation, nous
avons observé dans le modéle N-hTERT une répression de KRTI et KRT10, qui sont des
marqueurs de différenciation précoce des kératinocytes, ce qui confirme une modification de
I’¢état de différenciation des N-hTERT exposés aux UVB.

Pour ce qui est des génes codant des protéines impliquées dans I’inflammation,
nous remarquons une surexpression de I’/L-1f et de 1I’[L-8 chez les cellules N-hTERT
exposées aux UVB, tandis que nous observons une répression des genes /L-I/a et IL-1f chez
les NHK exposées aux UVB. Il semble donc que les N-hTERT exposées aux UVB soient
exposées a de I’inflammation. Il serait intéressant de confirmer cela en réalisant des dosages
de la sécrétion des  différentes cytokines inflammatoires par  ELISA.
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Des modifications d’expression de génes codant pour des récepteurs de facteurs de
croissance ont ¢également été identifiées. Chez les N-hTERT, nous observons une
surexpression du récepteur de I’insulin-like growth factor 1 (IGF-1R). Il a ét¢ montré que la
sénescence induite par les UVB nécessitait pS3 ainsi qu’un récepteur fonctionnel a I’IGF
(Fisher et al., 2002). Lorsque les kératinocytes primaires sont exposés aux UVB, la liaison
entre ’IGF-1R et son ligand protege les kératinocytes d’une apoptose induite par les UVB. En
contrepartie, les kératinocytes sont dans 1’incapacité de proliférer (Lewis et al., 2008). Cette
réponse aux UVB permet de maintenir la fonction protectrice de 1’épiderme tout en évitant
que des kératinocytes possédant des mutations induites par les UVB ne se répliquent. Le
méme mécanisme est donc peut-étre activé chez les N-hTERT exposés aux UVB. De plus,
nous observons une répression de I'/GFBP-3 et de 'IGFBP-5 (Insulin-like growth factor
binding protein-3 et -5). Les protéines IGFBP-3 et IGFBP-5 sont capables de lier I'IGF et de
moduler son activation. Il serait donc intéressant de s’intéresser a la voie de signalisation de
I’IGF chez les N-hTERT exposés aux UVB.

Nous avons également mis en évidence que le récepteur du facteur de croissance
épidermique (EGFR) était réprimé chez les NHK ayant subi une exposition aux UVB. Le
facteur EGF augmente ’activité de liaison a ’ADN de AP-1 qui est un important facteur de
transcription pour la prolifération cellulaire (Shi and Isseroff, 2005). Au cours du
vieillissement des kératinocytes, 1’activité de liaison de AP-1 montre certains changements.
De plus, lors du vieillissement, la voie des MAP kinases ne fonctionne plus correctement,
influencant de ce fait la transmission de I’EGF vers le noyau.

Au niveau des génes codant pour des protéines de réparation aux stress, nous
avons identifié une répression de la MSRA (Methionine Sulfoxide Reductase A), codant pour
une enzyme anti-oxydante, chez les N-hTERT. Chez les NHK, nous avons identifi¢ une
surexpression de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) qui code pour une protéine
nucléaire intervenant dans la réparation de I’ADN, sa réplication et sa recombinaison (Moore
et al., 2004) apres expositions répétées aux UVB. Une exposition aux UVB induit des
dommages qui s’ils ne sont pas réparés correctement, méne a un photovieillissement ou au
développement de cancers (Brash et al., 1996). PCNA joue un role critique dans le mécanisme
de réparation a ’ADN appelé NER (Nucleotide Excision Repair) et par la méme occasion,
agit dans la réparation des dommages induits par les UVB. Par conséquent, PCNA est un bon
marqueur de réparation de ’ADN dans la peau et un indicateur indirect des photodommages
induits par les UV sur ’ADN (Moore et al., 2004). En ce qui concerne les NHK exposés aux
UVB, nous avons par contre observé une répression de GADD454 (Growth Arrest and DNA-
Damage-inducible 45 alpha). GADD45A est une protéine multifonctionnelle qui est régulée
par p53 et qui est impliquée dans I’apoptose, 1’arrét du cycle cellulaire et la réparation de
I’ADN (Hildesheim et al., 2002). Ce gene est un membre d’une famille de génes dont les
protéines agissent en amont ou en aval de la cascade des MAPK kinases. GADD45a est une
protéine intéressante, car elle est capable de se lier avec p21waf'l (arrét du cycle cellulaire) ou
PCNA (Chen et al., 1995).

Notons que nous avons détecté peu de changements d’expression génique communs
dans les deux modeles. Ainsi, nous observons une surexpression de HSPAIA ; HSPAIB a la
fois chez les N-hTERT et chez les NHK exposés aux UVB. L’expression de ces protéines de
chocs est probablement une réponse au stress. Nous observons €galement une surexpression
de Bax et de CCNDI ainsi qu’une répression de GJB2 et de p53 dans les deux modéeles. Le
peu de génes communs est en accord avec le fait que les deux types cellulaires répondent
différemment aux expositions répétées d’UVB.
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En ce qui concerne 1’étude de 1’expression génique lors du photovieillissement de la
peau, nous retrouvons des modifications d’expression commune avec les deux modéles. Ainsi
lorsque nous comparons les résultats obtenus lors du photovieillissement de la peau et dans le
modele d’expositions répétées sur N-hTERT, nous retrouvons une surexpression de
COL17A1, de FNI et une répression de AQP3, CASP14, GJB2 et IGFBP5. Lorsque nous
faisons le méme exercice avec les résultats obtenus lors du modéle d’expositions répétées sur
NHK, nous retrouvons une surexpression de KRTI4, et une répression de BCL2LI,
GADD454, GJB2 et TJPI. Notons également que nous observons lors du photovieillissement
de la peau une surexpression du TGF-f1. Nous avions également mis en évidence une
surexpression du 7GF-f31 par PCR en temps réel classique utilisant le SYBR Green comme
agent intercalant chez les NHK exposés aux UVB. Ce gene est particulierement intéressant,
car il a été montré que le TGF-f1 était impliqué dans 1’apparition du phénotype sénescent
dans différents modeles de sénescence prématurée induite par les stress chez les fibroblastes
humains (Debacq-Chainiaux et al., 2005; Debacq-Chainiaux et al., 2008; Dumont et al., 2000;
Frippiat et al., 2001). Il est donc particulierement intéressant d’avoir mis en évidence une
surexpression du TGF-B1 dans le modele sur NHK et lors du photovieillissement. Afin de
confirmer si le TGF-B1 intervient également dans [’apparition des biomarqueurs de
sénescence chez les NHK exposés aux UVB, il serait intéressant d’étudier son niveau
protéique par immunofluorescence, d’analyser si la voie de signalisation typique du TGF-31
et faisant intervenir les protéines Smads est activée et enfin d’étudier ’impact de 1’inhibition
du TGF-B1 par I'utilisation d’anticorps neutralisants ou de siRNA spécifique.

En conclusion, nous pouvons dire que lorsque les kératinocytes sont exposés a de
faibles doses d’UVB, ils possedent des mécanismes de défense qui leur permettent de réparer
les dégats occasionnés, de conserver I’intégrité de leur ADN et de continuer a exercer
normalement leur fonction protectrice. En revanche, lorsque I’exposition aux UVB se fait a
une dose trop importante, les dommages a I’ADN résultant sont trop importants pour pouvoir
étre réparés correctement, déclenchant les mécanismes de défense que sont I’apoptose ou la
sénescence. L’apoptose est une mort cellulaire programmeée évitant la réplication des cellules
ayant subi trop de mutations, et ce, afin d’éviter une transformation maligne des
kératinocytes. La sénescence cellulaire est le second mécanisme de défense contre les UVB,
mais qui se situe a mi-chemin entre la survie et le mort cellulaire. La sénescence intervient
lorsque les dommages sont trop étendus pour étre réparés compleétement et induit un arrét du
cycle cellulaire des kératinocytes.

Au niveau de la peau, bien que les rayons UV soient une grande source de dommages
pour les différents constituants cellulaires des kératinocytes, il existe une large gamme de
mécanismes qui permettent de maintenir 1’intégrité de 1’épiderme. Ceci permet a la peau de
controler I’apparition de cellules cancéreuses tout en conservant sa fonction protectrice pour
les organes internes. Cependant, les expositions répétées aux UV vont induire des dommages
qui s’accumuleront avec 1’age. Les dommages et modifications de la matrice extracellulaire
que produise chacune des expositions vont progressivement s’accumuler, participant ainsi a la
formation d’une peau photoagée.

En comparant I’effet des expositions répétées sur les N-hTERT et sur les NHK, nous
avons donc montré que les kératinocytes se protégeaient des agressions causées par les UVB,
soit en enclenchant un mécanisme de différenciation alternative, soit en déclenchant un
mécanisme de sénescence prématurée. Il semble que la présence de p16™<* joue un role
déterminant dans le  mécanisme  déclenchant la  sénescence  prématurée.
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6.Annexe







Gene name

Gene Symbol

Genebank Acc.

1|Eukaryotic 18S rRNA 18s X03205.1
2|Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH NM 002046.3
3|Ribosomal protein L13a RPL13A NM 012423.2
4|TATA box binding protein TBP NM 003194.3
5]Aquaporin 3 AQP3 NM 004925.3
6|Aquaporin 8 AQPS8 NM 001169.2
7|BCL2-associated X protein BAX NM 138761.3
8|BCL2-like 1 BCL2L1 NM 001191.2
9|Caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase CASP3 NM 004346.3
10|Caspase 14, apoptosis-related cysteine peptidase CASP14 NM 012114.1
11|CDC-like kinase 1 CLK1 NM 004071.2
12|Collagen, type I, alpha 1 COL1A1 NM 000088.3
13|Collagen, type I, alpha 2 COL1A2 NM 000089.3
14|Collagen, type Ill, alpha 1 COL3A1 NM 000090.3
15|Collagen, type 1V, alpha 5 COL4A5 NM 033380.1
16|Collagen, type VII, alpha 1 COL7A1 NM 000094.3
17|Collagen, type XVII, alpha 1 COL17A1 NM 000494.3
18|Corneodesmosin CDSN NM 001264.3
19|Cyclin D1 CCND1 NM 053056.2
20[Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21) CDKN1A NM 078467.1
21[Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (p16) CDKN2A NM 058195.2
22|Cystatin E/M CST6 NM 001323.2
23|Defensin, beta 1 DEFB1 NM 005218.3
24|Dermatopontin DPT NM 001937.3
25|Desmocollin 1 DSC1 NM 024421.2
26[{Desmocollin 2 DSC2 NM 024422.3
27|Desmoglein 1 DSG1 NM 001942.2
28[Desmoglein 2 DSG2 NM 001943.3
29|Desmoglein 3 DSG3 NM 001944.2
30|Desmoglein 4 DSG4 NM 177986.2
31]|Elastin Eln NM 007925.3
32|Envoplakin EVPL NM 001988.2
33|Epidermal growth factor EGF NM 001963.3
34|Epidermal growth factor receptor EGFR NM 005228.3
35]Fibrillin 1 FBN1 NM 000138.3
36]|Fibroblast growth factor 2 FGF2 NM 002006.4
37|Fibroblast growth factor 7 FGF7 NM 002009.3
38|Fibromodulin FMOD NM 002023.3
39]|Fibronectin 1 FN1 NM 212474.1
40]|Fibulin 5 FBLN5 NM 006329.3
41|Filaggrin FLG NM 002016.1
42|Galactosidase, beta 1 GLB1 NM 001079811.1
43|Gap junction protein, alpha 1, 43kDa GJAl1l NM 000165.3
44|Gap junction protein, beta 2, 26kDa GJB2 NM 004004.5
45|Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha GADD45A NM 001924.2
46|Growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma GADDA45G NM 006705.3
47|Growth differentiation factor 15 GDF15 NM 004864.2
48[Heat shock 27kDa protein 1 HSPB1 NM 001540.3







Gene name

Gene Symbol

Genebank Acc.

49|Heat shock 70kDa protein 1A HSPA1A NM 005345.5
50|Heat shock 70kDa protein 4 HSP A4 NM 002154.3
51|Heat shock protein 90kDa alpha, class A member 1 |[HSP90AAl NM 005348.3
52|Heat shock protein 90kDa alpha, class B member 1 |[HSP90AB1 NM 007355.2
53|Heparanase HPSE NM 001098540.1
54|Insulin-like growth factor 1 receptor IGF1R NM 000875.3
55]|Insulin-like growth factor binding protein 1 IGFBP1 NM 000596.2
56]Insulin-like growth factor binding protein 3 IGFBP3 NM 000598.4
57]|Insulin-like growth factor binding protein 5 IGFBP5 NM 000599.3
58|Insulin-like growth factor binding protein 7 IGFBP7 NM 001553.1
59|Integrin, alpha 1 ITGAL NM 181501.11
60[Integrin, alpha 6 ITGAG NM 001079818.1
61|Integrin, beta 1 ITGB1 NM 033666.2
62[Integrin, beta 4 ITGB4 NM 001005619.1
63[Integrin, beta 6 I TGB6 NM 000888.3
64|Interleukin 1, alpha IL1A NM 000575.3
65|Interleukin 1, beta 1L1B NM 000576.2
66|Interleukin 8 1L8 NM 000584.2
67[Involucrin 1VL NM 005547.2
68[Keratin 1 KRT1 NM 006121.3
69(Keratin 4 KRT4 NM 002272.2
70[Keratin 5 KRT5 NM 000424.3
71|Keratin 7 KRT7 NM 005556.3
72|Keratin 10 KRT10 NM 000421.3
73[Keratin 14 KRT14 NM 000526.4
74|Keratin 19 KRT19 NM 002276.4
75[Laminin, alpha 3 LAMA3 NM 198129.1
76|[Loricrin LOR NM 000427.2
77{Matrilin 2 MATN2 NM 030583.2
78|Matrix metallopeptidase 1 MMP 1 NM 002421.2
79|Matrix metallopeptidase 2 MMP 2 NM 001127891.1
80|Matrix metallopeptidase 3 MMP 3 NM 002422.3
81[Matrix metallopeptidase 9 MMP9 NM 004994.21
82|Methionine sulfoxide reductase A MSRA NM 001135670.1
83|Methionine sulfoxide reductase B2 MSRB2 NM 012228.3
84|Proliferating cell nuclear antigen PCNA NM 002592.2
85|Retinoic acid receptor, alpha RARA NM 001024809.2
86|Retinoic acid receptor, beta RARB NM 000965.3
87|Secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) |SPARC NM 003118.2
88|Telomerase reverse transcriptase TERT NM 198253.2
89|Tight junction protein 1 (zona occludens 1) TIP1 NM 175610.2
90|TIMP metallopeptidase inhibitor 1 TIMP1 NM 003254.2
91|TIMP metallopeptidase inhibitor 2 TIMP2 NM 003255.4
92|Transforming growth factor, beta 1 TGFB1 NM 000660.3
93|Transgelin TAGLN NM 003186.3
94|Tumor necrosis factor TNF NM 000594.2
95|Tumor protein p53 TP53 NM 001126112.1
96|Tyrosinase-related protein 1 TYRP1 NM 000550.2

Table 1 : Liste de génes présent sur les cartes microfluidiques TagMan®. Tous les génes
interviennent dans la biologie de la peau.







