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Introduction générale

La peau humaine est un organe vital qui joue le rble de barriere contre des agressions
externes multiples, notamment les rayonnements électromagnétiques. Les ultra-violets B
(UVB) (280 nm a 315 nm) et les rayonnements ionisants (RI) (longueurs d’ondes inférieures
a 100 nm) font partie du spectre des rayonnements électromagnétiques allant des rayons
cosmiques aux ondes radios. Les RI sont trés pénétrants, ils traversent toutes les couches

de la peau tandis que les UVB n’atteignent que I'épiderme ou ils sont stoppés.

Les effets biologiques des UVB sur la peau ont fait 'objet de nombreuses études. Les UVB
sont responsables d’érytheme suivi d'un épaississement de [I'épiderme, et du
photovieillissement. En revanche, les effets des Rl ont été peu étudiés au niveau du tissu
cutané. Les RI provoquent un érytheme a des doses supérieures a 10 Gy. Pour des doses
supérieures a 16 Gy, une desquamation humide apparait, correspondant a une perte
suffisante de cellules de la couche basale de I'épiderme pour conduire a la rupture de la
barriére épidermique et a I'exsudation du sérum (associée a une forte réponse inflammatoire

du derme). Ces deux types de rayonnements peuvent étre a I'origine de cancers cutanés.

L'exposition de la peau a ces agents de stress environnementaux engendre une perturbation
de I'homéostasie de I'épiderme, dont l'origine est la production d’'espéces réactives de
I'oxygéne (ERO). L'aptitude des cellules a gérer les conséquences du stress oxydatif dépend
de leur capacité a mobiliser leurs systémes de défenses anti-oxydantes et leurs systémes de
réparation. Dans le cas ou ces systémes sont dépassés, les ERO s'attaquent aux
macromolécules biologiques dans I'environnement direct de leur production, et provoquent
des dommages lipidiques, une oxydation des protéines et des atteintes de I’ADN nucléaire et
mitochondrial. Les cellules peuvent alors se bloquer dans le cycle et auto-programmer leur
élimination par apoptose.

Si les dommages tissulaires sont plus importants que la capacité de réparation de
I'épiderme, I'étape de réépithélialisation pendant la cicatrisation de la zone l|ésée est
également perturbée. En effet, les kératinocytes répondent en « s’activant », c'est-a-dire en
acquérant un potentiel migratoire, pro-inflammatoire et hyperprolifératif. La capacité des
kératinocytes a réépithélialiser la Iésion dépend en partie de leur survie et de leur migration

cellulaires.



Ainsi, différentes questions se posent :

- Peut-on caractériser le profil a priori différent des ERO produites par les Rl et les UVB dans
la peau ?

- Peut-on évaluer les dommages induits par les Rl et les UVB au niveau du tissu cutané en
terme d’atteinte oxydative et de mort cellulaire radio-induite ?

- Peut-on expliquer une différence de sensibilité individuelle aux RI et UVB par une gestion
différente du stress oxydatif au niveau de la peau ?

- Quelles sont les conséquences des RI sur la cicatrisation du tissu cutané et en particulier
sur I'activation des kératinocytes au cours de la réépithélialisation ?

- Peut-on moduler pharmacologiquement I'étape de réépithélialisation des kératinocytes ?

Ce travail de these se propose d'apporter des réponses a ces questions. Ce mémoire se

décompose en trois principaux volets.

> Les généralités font le point sur les données bibliographiques concernant les
principaux acteurs de cette étude. Tout d’abord, nous définirons la structure et la fonction de
la peau humaine qui est un organe de protection contre les différents agents de stress
environnementaux. Une attention plus particuliere sera portée sur les Rl et les UVB. Nous
décrirons ensuite les systémes de défense de la peau et enfin, la cicatrisation du tissu

cutané.

» Les Parties | & 1l

La Partie | décrit d’'une part la méthodologie et le développement de modéles biologiques
cutanés (explant de peau humaine en survie et culture de kératinocytes) ayant pour objectif
d’étudier les pouvoirs anti-apoptotique et anti-oxydant de molécules pharmacologiques. Le
détail des rapports de deux molécules pharmacologiques, le Polyphénol P et le
geranylgeranylacétone (GGA), est présenté en annexe.

Nous avons approfondi ces travaux par une étude comparative des Rl et des UVB sur ces
modéles afin d'étudier la survie cellulaire et la mesure du stress oxydatif induits par deux

types de rayonnements.

A partir des résultats obtenus précédemment, la Partie Il porte sur I'étude du lien entre la
radiosensibilité des kératinocytes de peau humaine irradiés aux Rl et la modulation du stress

oxydatif cutané. Cette partie du travail a fait I'objet d’un premier article accepté au Journal of



Dermatological Science (Isoir et al, 2006). Les matériels et méthodes utilisés pour réaliser
ces travaux de la Partie Il sont détaillés dans I'article 1. La discussion des Parties | & Il
permet d’argumenter I'ensemble des résultats obtenus.

La caractérisation des pouvoirs anti-apoptotique et anti-oxydant du GGA sur la peau dans la

Partie | méne a I'étude de son mécanisme d’action dans la Partie Ill.

» La Partie Il concerne les résultats de I'étude du mode d’action de la molécule
pharmacologique GGA sur les Kkératinocytes, et de son effet sur la phase de
réépithélialisation cutanée. Cette partie du travail a fait I'objet d’un second article (soumis au
Journal of Investigative Dermatology) que nous complétons par des résultats et des
illustrations du kératinocyte au cours de la phase de réépithélialisation, aprés irradiation RI.
Le protocole expérimental est détaillé dans l'article 2, ainsi que les matériels et méthodes

utilisés pour réaliser ce travail. Les résultats de la Partie Ill sont discutés.

Le mémoire se conclue par une discussion générale et des perspectives sont avancées

de maniére a élargir les connaissances sur le sujet.



Chapitre I. LA PEAU HUMAINE

I. Structure et fonction de la peau

La peau constitue I'enveloppe corporelle qui assure linterface physique entre les milieux
extérieur et intérieur. Elle joue le rdle de barriére de protection contre les agressions
externes multiples et évite la déshydratation de I'organisme. Elle est le siege de nombreux
processus métaboliques et assure des fonctions sensorielles, immunitaires et
thermorégulatrices. Cet organe vital dont I'épaisseur varie de 1,5 a 4 mm chez 'homme est
constitué de trois compartiments distincts d’origine embryologique différente : I'épiderme
(d'origine ectodermique), le derme et I'hypoderme (d’origine mésodermique) (Kanitakis,
1995) (Figure 1).
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Figure 1 : Structure de la peau humaine : I'hnypoderme, le derme et I'épiderme




[.1. L’épiderme

I.1.1. Au niveau cellulaire

L’épiderme constitue la couche la plus superficielle de la peau. C’est un épithélium
pavimenteux stratifié kératinisé dont I'épaisseur varie de 0,05 a 1,6 mm en fonction de sa
localisation. Il est composé principalement de kératinocytes (90%). Ces cellules épithéliales
se renouvellent en permanence a partir d’'une assise germinative basale. Elles suivent un
programme de différenciation (kératinisation) qui aboutit a la formation de la couche cornée,
constituée de cellules mortes anucléées et aplaties qui desquament a la surface de la peau,
les cornéocytes. Ainsi, au cours de leur maturation cornée, les kératinocytes migrent de la
profondeur vers la surface de I'épiderme pendant environ 30 jours chez I’homme, leur
morphologie évolue et ils se répartissent en quatre couches : la couche basale ou
germinative, la couche épineuse ou corps muqueux de Malpighi, la couche granuleuse et la

couche cornée (Figure 2).
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Figure 2 : Stratification de I'épiderme (Dubertret et al, 1987) :

couche basale ou germinative, couche de Malpighi ou épineuse, couche granuleuse et

couche cornée




a) La couche basale ou germinative

La couche basale, la plus profonde, est constituée d’une assise unique de kératinocytes
cubiques ou prismatiques en division, qui possédent un noyau volumineux et un cytoplasme
basophile. lls sont ancrés perpendiculairement a la membrane basale sous-jacente par des
hémidesmosomes et aux kératinocytes voisins par des desmosomes.
Ces cellules proliférantes jouent un réle important dans la régénération épidermique : elles
expriment I'antigene Ki-67 (marqueur de prolifération) et engendrent, in vitro, trois types de
populations cellulaires : les holoclones, les méroclones et les paraclones (Barrandon and
Green, 1987 ; Pellegrini et al, 1999). Les holoclones sont principalement constitués de
cellules souches, caractérisées par un fort potentiel de prolifération, ils sont représentatifs
des cellules souches des kératinocytes in vivo (Papini et al, 2003). lls engendrent deux types
successifs de cellules a amplification transitoire, les méroclones et les paraclones. Papini et
al ont montré que dans des cellules isolées d'un systéme de culture en 3 dimensions (3D),
les méroclones, source de kératinocytes immatures, se multiplient au cours de leurs
premiers passages au niveau de la couche basale, tandis que les paraclones sont générés a

la fin du processus de maturation du kératinocyte (Papini et al, 2003).

Les cellules souches, pluripotentes, possedent une grande capacité de prolifération et
d’auto-renouvellement. La multiplication des kératinocytes provient des cellules a
amplification transitoire qui subissent quelques cycles de division avant de s’engager dans
un processus de différenciation. La localisation des cellules souches au niveau de I'assise
basale dépend du site anatomique. Elles sont situées dans des endroits privilégiés ou

« niches » leur fournissant I'environnement adéquat leur permettant de conserver leur
caractére « souche » (Barrandon, 1998). Elles ont été mises en évidence dans I'épiderme le
long de la couche basale en profondeur des crétes épidermiques (Ghazizadeh and
Taichman, 2005) (Webb et al, 2004), au sommet ou a la base des papilles dermiques selon
gue la peau est issue de plastie mammaire ou de paume de la main (Jones et al, 1995),
mais aussi au niveau du follicule pileux (Oshima et al, 2001). Plus précisément, I'équipe de
Yann Barrandon a localisé les cellules souches, dans la peau de souris adulte, dans une
zone renflée de la gaine qui entoure les follicules pileux (Oshima et al, 2001). D’'aprés Li and
Xie, le bourgeon de cellules souches épidermiques est localisé dans une niche sous la
glande sébacée (Figure 3) (Li and Xie, 2005).
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Figure 3 : Localisation des cellules souches épidermiques dans un poil
(selon Li and Xie, 2005)

Les cellules souches peuvent suivre trois parcours de migration qui s'accompagnent de
trois programmes de différenciation. Lorsqu'elles migrent vers le bas (jusqu'au bulbe pileux),
elles s'engagent dans une différenciation folliculaire : leurs cellules-filles se mettent alors a
fabriquer la tige pilaire (le poil). Lorsqu'a l'inverse, ces cellules souches migrent vers le haut,
elles donnent naissance tant6t aux cellules de la glande sébacée (qui débouchent dans la
partie supérieure du follicule pileux, juste au-dessus du manchon de cellules souches),

tantdt, si elles poursuivent leur parcours, aux cellules de I'épiderme (Oshima et al, 2001).

Les derniers travaux de Li and Xie ont montré que deux voies de signalisation sont décrites
contrblant le comportement de la cellule souche et son devenir (Li and Xie, 2005). La
premiére est la voie Wnt qui, par la régulation de l'activit¢ de la B-caténine, améne les
cellules souches a se différencier en cellules de I'épiderme (Niemann and Watt, 2002). La
deuxiéme est la voie BMP « Bone Morphogenetic Proteins », opposée a la voie Wnt, qui

favorise aussi l'orientation de ces cellules vers la voie épidermique (Hogan, 1996) (Figure 4).
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Figure 4 : Réqulation de la différenciation des cellules souches épidermiqgues par les
voies Wnt et BMP (d’aprés Li and Xie, 2005)

La croissance et la différenciation des cellules souches sont restreintes par I'expression des
inhibiteurs de Wnt, dont DKK, Wif, SFRP et BMPs.

b) La couche épineuse ou corps muqueux de Malpighi

Elle est composée de 5 a 10 assises de kératinocytes de forme polyédrique a cytoplasme
éosinophile liés entre eux par de nombreux desmosomes responsables de I'aspect
« épineux » observé en microscopie optique. lls commencent a s'aplatir au fur et & mesure

de leur ascension.

c) La couche granuleuse

Elle est formée de 1 a 3 assises de kératinocytes aplatis, fusiformes et disposés
parallelement a la surface cutanée. lls contiennent des grains de kératohyaline formés d'une
protéine nommeée profilaggrine, et des kératinosomes (ou Corps d’Odland) intervenant dans

la constitution d’'un manteau lipidique péricellulaire.

d) La couche cornée

Cette couche, la plus superficielle, est constituée de 5 a 10 assises superposées de
cornéocytes, kératinocytes éosinophiles rigides trés aplatis qui desquament a la surface
cutanée, assurant le réle de barriére. Ces cellules hexagonales sont dépourvues de noyaux
et d’organites cytoplasmiques, remplacés par une matrice filamenteuse dense. Elles ont une
membrane cellulaire épaisse, I'enveloppe cornée, constituée de plusieurs protéines dont

I'involucrine, I'envoplakine et la loricrine servant a son assemblage. De plus, la



cornéodesmosine est synthétisée par les kératinocytes des couches épineuse et granuleuse,
dans les derniers stades de la différenciation. Elle est détectée a l'intérieur des
kératinosomes, secrétée dans I'espace intercellulaire au niveau de la couche granuleuse et
incorporée dans les desmosomes avant le bouleversement architectural qui les transforme
en cornéodesmosomes. La protéolyse continue de la cornéodesmosine dans la couche
cornée constitue un des phénoménes clés de la desquamation, qui peut correspondre soit a
la rupture progressive de liens protéiques inter-cornéocytaires, soit a un démasquage
progressif d’autres composants du cornéodesmosome (Simon et al, 2000). Les
cornéodesmosomes différent des desmosomes par I'aspect dense de leur partie
extracellulaire et par la disparition de la plaque desmosomale, vraisemblablement incorporée

a I'enveloppe cornée lors de sa formation (Simon et al, 1997).

D’autres types cellulaires s’organisent au sein de I'épiderme, qui lui conférent des propriétés
biologiques spécifiques :

e Les mélanocytes représentent 5 a 10% des cellules de la couche basale. lIs
élaborent la mélanine responsable de la pigmentation de la peau et jouent donc un rble
déterminant dans la photoprotection.

e Les cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques localisées dans les
couches basales et moyennes de I'épiderme, caractérisées par la présence dans leur
cytoplasme de granules de Birbeck. Elles sont capables de capturer les antigénes exogénes
qui ont pu traverser la barriére cutanée puis de migrer vers les ganglions lymphatiques afin
de présenter les antigénes aux cellules T et ainsi de déclencher la réponse immunitaire.

e Les cellules de Merkel sont des cellules neuroendocrines. Elles jouent un role de

mécanorécepteur comme en atteste leur contact fréequent avec des terminaisons nerveuses.

A partir de I'épiderme, se forment aussi des annexes épidermiques qui se retrouvent au

niveau du derme sous-jacent: les follicules pileux, les glandes sébacées et sudoripares.

I.1.2. Au niveau biochimique et moléculaire
La maturation des kératinocytes composée des phases de prolifération et de différenciation
s'accompagne de différentes modifications de I'expression des kératines mais aussi des

molécules d’adhérence.
a) Les kératines
Les kératines, d'une longueur de 10 a 12 nm dans le cytoplasme des kératinocytes,

appartiennent a la superfamille des filaments intermédiaires et sont spécifiquement
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exprimées dans les cellules épithéliales. Avec I'actine et les microtubules, elles constituent
les principales protéines de structure du cytosquelette du kératinocyte. Elles sont également

des marqueurs phénotypiques de la maturation de I'épiderme.

Ces polymeéres filamenteux sont divisés en deux groupes: le groupe de type | comprend les
kératines acides K9 a K20 (poids moléculaire compris entre 40 et 56,6 kDa) et celui de type
Il les kératines basiques ou neutres K1 a K8 (poids moléculaire situé entre 53 et 67 kDa)
(Komine et al, 2001). Les hétérodimeres formés dans la cellule sont constitués d’'une
molécule de type | associée a une molécule de type Il pour former un complexe

extrémement stable (Coulombe, 1993).

Les kératinocytes de la couche basale expriment spécifiquement les kératines K5 et K14,
également K15 et K19 mais dans une moindre mesure. Ces dernieres sont des marqueurs
des cellules souches (Lyle et al, 1999) (Michel et al, 1996). Lorsque les kératinocytes entrent
dans la voie de différenciation au niveau de la couche épineuse, I'expression des kératines
épidermiques K1 et K10 spécifiques de la différenciation se substitue a celle des kératines
K5, K14, K15 et K19 qui diminue alors considérablement (Fuchs, 1995). K2e est enfin

exprimée au cours de la différenciation terminale (Figure 5).

L ‘expression des kératines K1 et K10 par les kératinocytes en différenciation est remplacée
par celle de K6, K16 et K17 dans les kératinocytes activés au cours du processus de
cicatrisation cutanée. Les kératines K6 et K16 jouent alors un rdle direct sur le changement
du cytosquelette du kératinocyte, qui acquiére alors un phénotype migratoire qui le prépare a

la phase de réépithélialisation (Paladini et al, 1996 ; Wawersik et al, 2001).
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Figure 5 : Expression des protéines de structure du cytosquelette des kératinocytes lors de

la différenciation épidermique

Au cours de la différenciation, I'expression des kératines est régulée principalement au
niveau transcriptionnel (Fuchs, 1994 ; Coulombe et al, 2004). Cet aspect sera développé
dans le paragraphe de I'homéostasie de I'épiderme (§ 1.1.3.). Lorsque les kératinocytes
atteignent la couche granuleuse, de nouvelles protéines sont synthétisées afin de participer
a l'ultime phase de la différenciation, la formation des cornéocytes. La filaggrine intervient
dans l'organisation supramoléculaire des filaments de kératine en participant a leur
agrégation, alors que l'involucrine et la loricrine participent & la constitution de I'enveloppe
des cornéocytes, une remarquable barriére physique contre les agressions extérieures.

Au cours de l'activation, Ma et al ont montré que le controle de I'expression de la kératine K6
est aussi régulé dans un premier temps au niveau transcriptionnel. Le promoteur de K6 est

fortement induit par les protéines « activator protein-1» (AP-1), spécifiguement les
combinaisons c-Fos/ Fral/ c-Jun, et par la protéine p65 « nuclear factor kappa B » (NF-KB)

(Ma et al, 1997).
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b) Les molécules d’adhérence jonctionnelle (intégrines, cadhérines, connexines)
Dans I'épiderme normal, deux types d’adhésion peuvent étre distingués :

a. l'adhésion de type cellule/matrice extracellulaire, qui permet I'adhérence des

kératinocytes a la membrane basale et qui est assurée par les hémidesmosomes et par les
plagues focales, structures principalement constituées par des intégrines.

b. l'adhésion de type cellule/cellule, qui assure la cohésion entre les kératinocytes et qui

est assurée par les desmosomes, les ceintures d’adhérence et les jonctions de type « gap »,

faisant intervenir des molécules de type cadhérine et connexine.

Les molécules d’adhérence sont des glycoprotéines transmembranaires et jouent un role

important dans le processus de différenciation.

e Les intégrines o,B; et asPi, impliquées dans le contrle de linitiation de la
différenciation, sont principalement exprimées dans la couche basale et plus faiblement vers
la surface ; agBs, €galement exprimée dans les cellules basales, fait partie, mais de facon
non exclusive des hémidesmosomes et contribue a I'adhésion de ces cellules a la jonction

dermo-épidermique (Figures 3 et 6).

' B4 integrin
@] w31 integrin

Figure 6 : Localisation des protéines de structure du cytosquelette des kératinocytes

contribuant a leur adhésion a la jonction dermo-épidermique

(d’aprés Santoro and Gaudino, 2005)

e Les cadhérines sont impliquées dans la structure des ceintures d’adhérence et des
desmosomes au niveau des cellules épithéliales. Elles assurent I'adhérence cellulaire
dépendante du calcium. Dans la peau humaine normale, la cadhérine E est principalement
exprimée dans les couches suprabasales, tout comme les cadhérines spécialisées
(desmogléine et desmocolline), alors que la cadhérine P est restreinte a la couche basale
(Staquet, 1997).
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e Les connexines constituent une famille de plus de 20 protéines transmembranaires
qui jouent un rdle dans le maintien de 'homéostasie de la peau. Elles sont impliquées dans
le contrdle de la maturation de I'épiderme (Brissette et al, 1994) car durant la différenciation
de kératinocytes primaires de souris, il a été observé une variation de I'expression des
connexines accompagnée de changements de perméabilité. Ce rble est illustré par la
distribution particuliere des connexines dans la peau humaine : Cx 31, Cx 37 et Cx 43 dans

les couches granuleuse et épineuse, Cx 26 dans la couche basale (Richard, 2000).

I.1.3. L’homéostasie de I'épiderme

L'épiderme est continuellement renouvelé pendant les différentes étapes de différenciation
des kératinocytes, de leur naissance a leur mort. L’homéostasie de ce tissu est régulée par
une balance entre la croissance et la mort cellulaire. En effet, I'épiderme est un tissu dans
lequel prolifération et différenciation terminale sont compartimentées et étroitement régulées.
Pendant la vie adulte, la prolifération est continue dans la couche basale de I'épiderme
grace a deux types de keératinocytes : d’'une part les cellules souches qui ont une capacité
illimitée de renouvellement et d’autre part, les cellules a amplification transitoire destinées a
quitter le cycle cellulaire pour se différencier apres quelques divisions (Potten and Morris,
1988 ; Hall and Watt, 1989). Les kératinocytes s’engagent alors dans le processus de
différenciation terminale lorsqu’ils traversent les couches suprabasales pour se diriger vers
la surface de I'épiderme.

Au cours de la cornification, processus particulier de mort cellulaire programmeée
correspondant aux derniéres étapes du programme de différenciation terminale épidermique,
les kératinocytes sont transformés en cornéocytes. Ces derniers vont s’empiler pour former
la couche cornée responsable de la fonction «barriere» de la peau. Les
cornéodesmosomes sont alors dégradés a la surface de la couche cornée pour permettre le

détachement des cornéocytes superficiels au cours du processus de desquamation.

La différenciation terminale des kératinocytes est un mécanisme biologique original de
contréle de la mort cellulaire.
L’homéostasie de I'épiderme est régulée par divers mécanismes de mort cellulaire :

e La nécrose, processus passif de mort cellulaire, dite « accidentelle » lorsqu’elle
survient lors d’'un dommage tissulaire. Elle est morphologiquement caractérisée d'abord par
un gonflement de la cellule, puis la membrane cellulaire éclate déversant son contenu dans
le tissu environnant et provoquant une inflammation. Les mitochondries et le noyau restent

intacts tout au long de ce processus.
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e L’apoptose, processus physiologique actif de mort programmée, par lequel les
cellules condamnées a mourir sont totalement éliminées en quelques minutes a quelques
heures. La cellule en apoptose se caractérise par des modifications morphologiques : une
condensation du cytoplasme et du noyau, une fragmentation de I’ADN, un bourgeonnement
de la membrane plasmique et une perte de 'asymétrie membranaire, la fragmentation de la
cellule en corps apoptotiques et leur phagocytose par les cellules voisines (Peter et al,
1997).

e Au cours du processus de différenciation terminale des kératinocytes (de quelques
jours a quelgues semaines), les cellules forment une barriére de cornéocytes a la surface de
I'épiderme (cornification) au lieu de s’engager dans un processus de destruction. Un
changement de I'expression des genes de kératine et de la structure de ces protéines a été
démontré au cours de cette différenciation. Leur taille diminue de la couche basale a la
couche cornée aprés maodification post-transcriptionnelle (Fuchs and Green, 1980 ;
Coulombe et al, 1989). Cette « autre » mort cellulaire programmée est destinée a maintenir

’homéostasie cutanée, mais les mécanismes ne sont pas encore totalement élucidés.

L’apoptose et la différenciation terminale ont été deux processus longtemps associés d’'un
point de vue morphologique. Cependant, les mécanismes moléculaires de régulation de ces
deux processus sont distincts et des mécanismes particuliers anti-apoptotiques ont été
décrits comme étant impliqués dans la différenciation terminale des kératinocytes (Lippens et
al, 2005 ; Gandarillas et al, 1999) (Figure 7).
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Figure 7 : Les réqulateurs communs de la différenciation terminale et de I'apoptose
(d’aprés Gandarillas, 2000)

Les rbles de la voie Fas et Bcl-x ont été décrits dans I'apoptose des kératinocytes
(Weisfelner and Gottlieb, 2003).

D’autres facteurs et voies sont impliqués dans la régulation commune de I'apoptose et de la
différenciation terminale des kératinocytes humains :

- C-myc coordonne la prolifération et l'initiation de la différenciation terminale. Le niveau
d’expression de 'ARNm de C-myc a été montré comme diminuant lorsque les kératinocytes
s’engagent dans la voie de différenciation terminale (Gandarillas and Watt, 1995 ; Hurlin et
al, 1995). Dans les kératinocytes en culture, I'activité constitutive de C-myc provoque la
différenciation en engageant I'entrée des cellules souches dans le compartiment cellulaire a
amplification transitoire. Ces cellules vont se diviser activement avant de s’engager dans ce
processus (Frye et al, 2003).

- Il est intéressant de noter une corrélation inverse entre l'activité¢ de C-myc et
I'expression des intégrines (Gandarillas and Watt, 1997), intervenant dans le mécanisme

potentiel par lequel C-myc provoquerait I'apoptose et la différenciation kératinocytaire. Les
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cellules souches expriment deux fois plus d’intégrines B, a leur surface que les cellules a
amplification transitoire (Waikel et al, 2001 ; Watt, 1998 ; Jones et al, 1995).

- Les régulateurs de I'apoptose, membres de la famille « B cell lymphoma-2 » (Bcl-2)
sont différentiellement exprimés dans I'épiderme. L'expression des pro-apoptotiques
« Bcl-2 antagonist-x » (Bax) et « Bcl-2 antagonist killer » (Bak) est induite au cours de la
différenciation. L'expression des anti-apoptotiques « Bcl-2 antagonist homolog x » (Bcl-
X) et Bcl-2 est provoquée dans les kératinocytes de la peau normale, les carcinomes
basocellulaires et se voit augmentée dans diverses maladies de peau. Bcl-2 a été décrit
comme contrlant la différenciation terminale. L’expression constitutive de Bcl-2 dans
I'épiderme de souris transgénique HK1/Bcl-2 et de carcinomes humains a montré qu'elle
protége les kératinocytes de l'apoptose et interfere avec le programme de différenciation
(Rodriguez-Villanueva et al, 1998 ; Harada et al, 1998).

- P53, protéine pro-apoptotique, contréle également ces deux voies. Impliqué dans le
contrdle de l'intégrité de I'ADN, il déclenche I'arrét du cycle cellulaire dans les cellules dont
’ADN est endommagé et les engage a mourir. Son r6le dans I'apoptose et 'immortalisation
du kératinocyte est bien établi (Ziegler et al, 1994) mais sa fonction dans la différenciation
reste imprécise (Weinberg et al, 1995 ; Woodworth et al, 1993). D’autre part, I'inhibiteur du
cycle cellulaire p21 est impligué non seulement dans la différenciation terminale mais aussi
dans I'apoptose induite par les UV (Harvat et al, 1998 ; Topley et al, 1999). Le rble de ces
deux facteurs sera développé plus loin, dans le paragraphe des arréts dans le cycle
cellulaire (8 1V.3.).

c.La voie IKK/NFx-B jouant un réle important dans la survie cellulaire a été montrée
comme étant impliquée dans le développement normal de I'ectoderme et de I'architecture
de la peau (Hu et al, 2001; Takeda et al, 1999). Elle protége les kératinocytes d'une
apoptose prématurée pendant les processus de migration et différenciation (Weinsfelner
and Gottlieb, 2003).

d. L’'activation des « cystein aspartic acide proteases » (caspases) est une étape
centrale dans l'apoptose et critique pour la différenciation terminale des kératinocytes. La
procaspase-3 est activée par clivage en caspase-3 pendant la différenciation normale des
kératinocytes humains et participe a la perte du noyau des cellules liée a I'apoptose (Weil et
al, 1999 ; Allombert-Blaise et al, 2003). Il a été montré récemment que I'activation de la
caspase-14 coincide avec la différenciation terminale embryonnaire murine (Fischer et al,
2005).
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[.2. La jonction dermo-épidermique

[.2.1. Au niveau cellulaire
La jonction dermo-épidermique est une membrane complexe située a linterface entre

I'épiderme et le derme, €élaborée a la fois par les kératinocytes basaux et les fibroblastes
dermiques (Duplan-Perrat et al, 2000). Elle joue un réle fondamental comme support
mécanique de I'épiderme, contréle les échanges de produits métaboliques entre les deux
compartiments et laisse passer divers types cellulaires (cellules de Langerhans,
lymphocytes) lors des processus immunologique et inflammatoire.
La jonction dermo-épidermique est constituée de quatre compartiments distincts, de
I'épiderme vers le derme :

e La membrane plasmique des kératinocytes basaux et leurs hémidesmosomes

e Lalaminalucida traversée par des filaments d’ancrage

e La lamina densa formant la zone d’ancrage des filaments et des fibres issus de
I'épiderme et de la zone fibrillaire

e La zone fibrillaire constituée essentiellement de fibres d’ancrage reliant la lamina
densa de la membrane basale a des plagues d’ancrage dans le derme papillaire (Uitto and
Pulkkinen, 1996).

I.2.2. Au niveau biochimique et moléculaire

La jonction dermo-épidermique est composée de nombreuses macromolécules liées les
unes aux autres et formant un réseau tridimensionnel avec du collagene de type 1V, des
glycoprotéines de structure (fibronectines et laminines), des glycoprotéines (nidogenes) et

des protéoglycanes.

[.3. Le derme

1.3.1. Au niveau cellulaire

Le derme, d’épaisseur trés variable selon les régions du corps, est un tissu conjonctif de
soutien compressible et élastique. Il est composé de cellules, essentiellement les
fibroblastes, et d'une matrice extracellulaire constituée de molécules fibreuses (collagéne et
élastine) baignant dans une substance amorphe nommée substance fondamentale
(glycoprotéines de structure, protéoglycanes et glycosaminoglycanes). Le derme joue un role
fondamental dans le développement et la croissance de I'épiderme (Coulomb et al, 1989)

ainsi que dans sa différenciation (Le Panse et al, 1996).
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Les fibroblastes sont des cellules fusiformes et mobiles grace a leur cytosquelette
développé, contenant des filaments intermédiaires de vimentine. Ce sont des cellules
fondamentales du derme qui assurent sa synthese en secrétant les macromolécules citées
ci-dessus, mais aussi des enzymes telles que les collagénases et les gélatinases (« matrix
metalloproteinases » MMPSs) ainsi que les inhibiteurs de ces enzymes, les « Tissue Inhibitor
of MetalloProteinases » (TIMPs). lls assurent alors I'équilibre entre la synthese et la

dégradation de la matrice extracellulaire.

Le derme s’organise en deux couches :

e Le derme papillaire ou superficiel est un tissu conjonctif lache qui s’insinue entre les
crétes de I'épiderme, formant ainsi les papilles dermiques. Il est composé de collagéne de
type Il et VII et de fines fibres élastiques. Cette matrice est relativement riche en cellules
(fibroblastes, mastocytes et dendrocytes) et sert de support aux fibres nerveuses ainsi
gu'aux capillaires sanguins et lymphatiques qui constituent un véritable tissu nourricier
pour I'épiderme.

e Le derme réticulaire ou profond se différencie du derme papillaire par un tissu
conjonctif dense, principalement constitué de collagéne de type | et de fibres d'élastine.

Cette partie du derme contient peu de substance fondamentale et cellules conjonctives.

Le derme héberge aussi les annexes dermo-épidermiques (follicules pileux, glandes
sébacées et sudoripares) ainsi que les cellules endothéliales qui participent a la
formation des vaisseaux. Le derme contient un important réseau vasculaire assurant la

nutrition de I'épiderme et des nerfs permettant les perceptions cutanées.

1.3.2. Au niveau biochimigue et moléculaire

a) Les intégrines
Les relations entre le fibroblaste et la matrice extracellulaire sont trés importantes dans la
régulation du métabolisme de la cellule. Ces interactions sont assurées par les intégrines et

en particulier par a1, ap; et asfs.

b) La matrice extra-cellulaire
Les fibroblastes sont responsables de la sécrétion des composants de la matrice extra-

cellulaire (MEC) et de facteurs de croissance. La MEC est un tissu riche composé de :

e Fibres de collagéne représentant 98% de la masse totale du derme sec. Elles sont

agencées en une trame assez lache dans le derme papillaire et en trousseaux denses et
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épais dans le derme réticulaire. Les collagénes | et Ill, les plus abondants, assurent la
résistance mécanique de la peau ; les collagénes XIl, X1V, IX non fibrillaires servent de lien
entre les fibres, la matrice et les cellules ; le collagéne des fibrilles d’ancrage de type VIl est
impliqué dans I'ancrage de la membrane basale dans la matrice extracellulaire du derme.

e Fibres élastiques constituant 2% du poids sec de la matrice et sont responsables de
I'élasticité et de la souplesse de la peau. Ces fibres contiennent de I'élastine entourée de
microfibrilles périphériques, composées de fibrilline.

e Glycoprotéines de structure (fibrilline, fibronectine, laminine), protéoglycanes et
glycosaminoglycanes représentant 0,1 a 0,3% du poids sec de la matrice. lls interviennent
dans I'hydratation de la peau et lui conférent une grande souplesse grace a leurs chaines
glycosylées qui absorbent les molécules d'eau. Il s’agit de macromolécules comblant

I'espace entre les fibres et les cellules dermiques.

l.4. L’hypoderme

L’hypoderme est un tissu sous-cutané conjonctif Iache, richement vascularisé et innervé. Il
est constitué de lobules adipeux séparés par des travées conjonctives. Les lobules
contiennent des adipocytes, riches en triglycérides et en acides gras. On retrouve aussi
dans I'hypoderme des fibroblastes, des dendrocytes, et des mastocytes ainsi que la
partie profonde des annexes dermo-épidermiques (glandes sudoripares et follicules
pileux).

Ce tissu joue un rdle de réserve énergétique, de protection mécanigue et thermique
(Kanitakis, 1995). Il a été récemment décrit aussi comme développant des mécanismes
immunologiques capables de réguler ses propres fonctions lorsqu’elles sont altérées
(Caspar-Bauguil et al, 2005) et comme étant un potentiel réservoir de cellules souches
(MclIntosh et al, 2006).

Il. Modéles biologiques d’étude de la peau

La peau est un organe accessible, étendu, visible, permettant une étude relativement
facile in vivo. Cependant pour des raisons éthiques, les investigations in vivo chez I'homme
sont limitées. C’est pourquoi différents modeles alternatifs ont été mis au point de fagon a

étudier plus facilement cet organe.
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[I.1. Cultures en monocouche et modeles de peau reconstruite

Les cellules proviennent de tissus cutanés humains (prélévement de chirurgie plastique ou

biopsie thérapeutique).

o Les fibroblastes sont faciles a multiplier et & conserver en culture.

lls peuvent étre cultivés en monocouche sur du plastiqgue, mais cette situation est éloignée
de celle qui existe in vivo. Il est possible de cultiver les fibroblastes en monocouche mais sur
une matrice extracellulaire (coating de collagéne) qui va favoriser I'attachement, la
migration et dans une certaine mesure la différenciation fibroblastique (Ehrmann and Gey,
1956; Kleinman, 1982).

Enfin, les fibroblastes peuvent étre aussi incorporés dans une matrice de collagene pour
former un derme équivalent (Bell et al, 1979). Dans ce modéle en 3 dimensions, les
fibroblastes retrouvent un état de différenciation proche de celui in vivo (Coulomb et al,
1983). Les dermes équivalents constituent un bon modéle pour I'étude des interactions

cellules-matrice.

e La culture de kératinocytes a été mise au point plus tardivement. Ces cellules sont

BN

plus difficiles a cultiver que les fibroblastes car elles se différencient et perdent alors la
possibilité de se diviser.

Aprés dissociation dermo-épidermique, les kératinocytes peuvent étre cultivés en
monocouche soit sur un support plastique avec un taux de prolifération modérée (Prunieras
and Delescluse, 1984), soit sur une couche nourriciére (fibroblastes 3T3 irradiés morts)
permettant de cultiver les kératinocytes avec un taux de multiplication important méme avec
une faible densité d'ensemencement (Rheinwald and Green, 1975). La culture de
kératinocytes permet d’étudier, en particulier in vitro, la différenciation épidermique, mais

aussi les cellules souches épidermiques adultes (Oshima et al, 2001).

e Le modéle dermo-épidermique est obtenu a partir d’'un derme désépidermisé et
acellulaire et de kératinocytes isolés ensemencés a la surface de ce derme ou persiste la
membrane basale. Les interactions dermo-épidermiques peuvent étre étudiées in vitro.

La différenciation de I'épiderme peut étre améliorée en réalisant une culture en interface
air-liqguide (Asselineau et al, 1985). Ce modéle a l'avantage de présenter d'excellentes
différenciation et stratification épidermiques; en revanche, seules les interactions dermo-

épidermiques de type matricielles peuvent étre matérialisées.
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Le modele de type E. Bell utilise le derme équivalent qui représente un bon support pour la
culture des kératinocytes. L'épiderme peut étre obtenu aprés ensemencement de
kératinocytes dissociés (Bell et al, 1983) ou a partir de biopsies cutanées dermo-
épidermiques ou épidermiques (Coulomb et al, 1986). L'épidermisation se fait alors par
migration et prolifération des kératinocytes sur le derme équivalent. Ce modeéle permet
d’étudier les interactions cellules/matrice mais aussi les interactions cellules/cellules

(kératinocytes/fibroblastes) (Figure 8).

culture

suspension de'

fibroblastes
solution de

collagene

P R o .
e e — ™
o . = 4a7
10 jours jours
peau derme
reconstruite équivalent

Figure 8 : Modéle de peau reconstruite : le derme équivalent épidermisé
(selon Coulomb et al, 1983)

[I.2. Derniers modeles développés par génie tissulaire

Les modéles de peau reconstruite proposés peuvent étre de structure plus ou moins

complexe.

i. Par exemple, des mélanocytes, des cellules de Langerhans peuvent venir
compléter la présence de fibroblastes et de kératinocytes (Bessou-Touya et al, 1998;
Regnier et al, 1997).
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i. Léquipe de Berthod et al a ajouté des cellules endothéliales humaines dans le
modele de peau reconstruite afin d’obtenir un modéle in vitro contenant un réseau vasculaire
préétabli (Berthod et al, 2001 ; Tremblay et al, 2005).

Ces modeles permettent d’appréhender in vitro, les effets d’agents pharmacologiques
(Sanquer et al, 1990), des physiopathologies cutanées (Saiag et al, 1985) mais aussi
peuvent servir de substituts vivants pour la greffe des grands brilés (Coulomb et al, 1998;
Gallico et al, 1984).

Enfin, le génie tissulaire a permis de confirmer l'importance de la membrane basale,
structure permettant I'attachement de I'épiderme au derme afin d’assurer la conservation des
cellules souches dans la couche basale (Figure 9). A partir d'une simple biopsie, les
cellules souches marquées K19 peuvent étre extraites et mises en culture (photo A),
produire des feuillets épidermiques greffables (photo B) et étre utilisées pour la genése de
peaux reconstruites (photo C) contenant une jonction dermo-épidermique ou membrane

basale bien structurée (photo D).

Traitement

enzymatique

Figure 9 : Cellules souches cutanées et peau reconstruite

(données personnelles Daniéle Larouche )

En rouge, cellules souches cutanées marquées K19 dans le follicule pileux ou la peau glabre
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[1.3. Modeles ex vivo d’explant de peau humaine

Un modele ex vivo est facilement utilisable. L'explant de peau humaine maintenu en survie
a commencé a étre développé il y a une vingtaine d’années. Des études morphologiques et
biochimiques montraient déja une capacité de différenciation épidermique de I'explant
identique a celle de la peau (Holbrook and Hennings, 1983).

L'utilisation de I'explant comme un modéle ex vivo a été optimisée et son domaine
d’application élargi par I'entreprise BIO-EC. La peau obtenue a partir de plasties mammaires
ou abdominales, est découpée en explants de 2 cm2. Ces explants peuvent étre maintenus
en survie durant 12 jours sur des grilles baignant dans un milieu de culture spécifique
(technique détaillée Partie | 81.2.2). En effet, ce modéle a été montré par BIO-EC comme
étant proche des conditions réelles d'utilisation de produits dermatologiques et cosmétiques
en terme de morphologie, structure et métabolisme normal pendant 12 jours aprés exérese.
L'explant a été également testé par BIO-EC comme permettant tous les types d’extraction,
de séparation et de dosage réalisables (facteurs de croissance, cytokines, lipides de
I'épiderme) mettant en évidence [|'évaluation et la toxicité des produits. De nombreux
marquages et immunomarquages histologiques peuvent étre réalisés pour mettre en

évidence: (i) la_structure cutanée tels que les hémidesmosomes (intégrine p4), les

desmosomes (desmogléine) et les protéines de structure du cytosquelette des kératinocytes

lors de la différenciation (laminine, K14, K1/K10), (ii) les cellules immunitaires (cellules de

Langerhans) et (iii) les protéines de stress (HSP70/HSP72). Il permet aussi une reproduction

des interactions extérieures telles que les agressions chimiques et I'exposition solaire.
L'utilisation de ce modele biologique de type « explant cutané ex vivo » permet donc de se
rapprocher des conditions in vivo et d'étudier la réponse de la peau dans son ensemble a

différents agents de stress ou traitements pharmacologiques.
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Chapitre Il. LES AGENTS DE STRESS ENVIRONNEMENTAUX ET
SYSTEMES DE DEFENSE DE LA PEAU

D'un point de vue physique, le rayonnement électromagnétique est composé d’'une
multitude d’ondes électromagnétiques. Les rayonnements eélectromagnétiques se
décomposent en un spectre continu allant des rayons cosmiques aux ondes radios. Ce
spectre intégre les rayons gamma et X (longueurs d’'ondes inférieures a 100 nm), les UVB
(280 a 315 nm) et UVA de basse énergie (315 a 400 nm), la lumiére visible (400 a 760-780
nm) et les infrarouges (760-780 a 3000 nm) (Figure 10).
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Figure 10 : Spectre des rayonnements électromagnétigues (d’apres Gusev et al, 2001)
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l. Interaction des rayonnements ionisants (RI) et non ionisants (UV)

avec la matiére biologique

En fonction de I'énergie du rayonnement électromagnétique, son interaction avec la matiére
biologique sera différente. On définit classiguement les rayonnements ionisants (rayons
gamma y et X) comme suffisamment énergétiques pour ioniser les atomes du matériau
biologique traversé en leur arrachant des électrons, et les rayonnements non ionisants
(rayons UV). L'énergie photonique de ces derniers est absorbée par des chromophores

présents dans la matiére biologique, ce qui les améne a un état activé ou excité.

Dans le domaine de la radiobiologie, les différents types de rayonnements ont pu étre
comparés en calculant leur Efficacité Biologique Relative (EBR). Un rayonnement A sera
x fois plus efficace qu’'un autre B si I'énergie du rayonnement nécessaire pour obtenir le
méme effet biologique (par exemple la mort de 50% des cellules d’une population) est x fois
plus faible (Dg = x.Da). LEBR de A par rapport a B est défini par le rapport Dg/ Da = x. LEBR
dépend de plusieurs facteurs : la qualité du rayonnement ; la dose absorbée définie
comme la quantité d’énergie absorbée par unité de masse du milieu (exprimée en Gray, Gy ;
1 Gy =1J/kg); les conditions d’irradiation (débit de dose qui correspond a la dose
délivrée par unité de temps Gy/min), d’environnement (oxygénation) et le type de cellules
ou de tissus étudiés. Classiqguement en radiobiologie, I'effet biologique mesuré est le taux
de survie S. La survie cellulaire peut étre modélisée par I'équation suivante de type linéaire

quadratique: S = P * FD?)

, ou les coefficients o et  se rapportent & la mort cellulaire des
deux lignées. Le calcul des pentes o/p est spécifique d’'un type de rayonnement et peut donc
servir a comparer les effets de différents types de rayonnements (ici, les Rl ou UVB) sur une
méme population de cellules (Vanmarcke et al, 1997).

L'étude de Corinne Petit-Frére et al a permis de calculer une valeur moyenne de Dy de 2,8
Gy pour les kératinocytes de peau humaine, dose pour laquelle 37% des kératinocytes sont
encore capables de se diviser aprés RI (Petit-Frére et al, 2000). Les doses érythémateuses
moyenne (DEM) aprés UVB sont de 100 a 200 J/m?, et aprés UVA de 5 a 7J/m2 (Pernet,

2000).

La topographie de la peau (couche la plus superficielle anatomiquement) et sa forte
radiosensibilité (I'épiderme est un tissu a renouvellement trés rapide) font de ce tissu un
organe cible des expositions aux Rl et UVB. La distribution de dose en fonction de la

profondeur est un parametre qui conditionnera la réaction du tissu cutané aux radiations.
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Les RI y du **’Césium sont trés pénétrants, ils traversent toutes les couches de la peau
(Figure 11). La pénétration des rayonnements UV dans la peau est dépendante de leur
longueur d’'onde. En effet, ils pénétrent d’autant plus profondément dans la peau que leur
longueur d’onde est élevée. Les UVA atteignent le derme tandis que les UVB sont stoppés

dans I'épiderme.
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Figure 11 : Effets des rayonnements électromagnétiques sur les différentes couches de la

peau humaine en fonction des différentes régions spectrales

Le spectre UV est divisé en 4 régions: Vacuum UV (100 & 200nm), UVC (200 a 280 nm),
UVB (280 & 315 nm) et UVA (315 a 400 nm). L’énergie des rayonnements est exprimée en
Joules/cm? (J/cm?) et est inversement proportionnelle a leur longueur d’onde.

Ainsi, les UVC sont par leur énergie les plus nocifs. Toutefois, ils n'atteignent jamais la
surface terrestre car I'atmosphére, en particulier la couche d’ozone, les absorbe. Les UVB
représentent seulement 5% des UV solaires qui arrivent a la surface de la terre mais ils sont
1000 fois plus efficaces pour provoquer un coup de soleil que les UVA (95% des UV
solaires). La lumiére solaire qui atteint la surface de la terre n’est composée que d'UVB
(0,3%), d’'UVA (5,1%), de lumiére visible (62,7%) et d’infrarouges (31,9%) (Sage, 1993).
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Il. Les dommages cellulaires et moléculaires des RI

Les effets des RI sur un organisme résultent des dépéts d’énergie importants au sein des
systemes cellulaires. Au niveau microscopique, ce dépb6t d'énergie se fait de facon
hétérogéne par « quantité discréete ». Une premiére approximation consiste a considérer que
ce dépdt se fait de fagcon homogéne dans une masse donnée. On distingue des effets

directs tels que I'absorption directe de I'énergie par des biomolécules et des ionisations et

des effets indirects résultant de I'action des espéces réactives formées lors de la radiolyse

de l'eau (Figure 12).
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Figure 12 : Radiolyse de I'eau (Bensasson et al, 1993)
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L’eau est ionisée et excitée générant des especes hautement réactives telles que le radical
hydroxyle °OH qui est un agent oxydant, I'électron aqueux e’,q et 'nydrogéne atomique H°
selon les processus décrits ci-dessus. Les radicaux produits peuvent se recombiner et
produire des especes moléculaires (peroxyde d’hydrogéne H,O, et H,) ou diffuser dans le
milieu. En présence d’oxygene, la formation de nouvelles espéces radicalaires plus stables
ayant un potentiel de diffusion plus important est favorisée. Peuvent étre ainsi formés I'anion

superoxyde O,°, le radical hydroxyle HO,° et H,O,.

Les organismes vivants étant composés d’environ 80% d’eau, I'effet indirect contribue pour
une large part aux dommages cellulaires radio-induits et a I'action létale des RI (Ward, 1988;
Riley, 1994) (Figure 13).
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Figure 13 : Chronologie des événements déclenchés par I'exposition aux Rl

29



[I.1. Production d’espéces réactives de I'oxygéne (ERO) aprés Rl dans la peau

Le « paradoxe de l'oxygene » implique que l'oxygene peut avoir un réle bénéfique ou
néfaste sur les fonctions vitales des organismes, suivant la production ERO (Davies, 2000).
A de faibles concentrations, les ERO sont impliquées dans la modulation de fonctions
cellulaires (différenciation, prolifération) et régulent de nombreuses voies de transduction et
I'expression de plusieurs génes (Morel and Barouki, 1999 ; Rhee, 1999). Elles jouent aussi
un réle dans les réactions inflammatoires et dans la signalisation en tant que seconds
messagers (Murrell et al, 1990 ; Allen, 1991). A des concentrations plus élevées, les ERO

sont délétéeres.

Durant le processus de cicatrisation, les ERO ont un rdle trés important, bénéfique et
nécessaire a la réparation de la peau. Au cours de ce processus, des ERO spécifiques sont
produits sur le site Iésé en grande quantité par les cellules phagocytaires, et en quantité
moindre par les enzymes de la famille Nox/Duox présentes dans les kératinocytes,
fibroblastes et cellules endothéliales (Roy et al, 2006). La production de NADPH par les
cellules de la zone Iésée entraine la production du radical O,° par celles-ci. Turner et al ont
suggéré que O,° est capable de traverser les membranes et d’agir comme une molécule
signal pendant la croissance cellulaire, induisant soit I'apoptose soit la prolifération des
cellules environnantes (Turner et al, 1998 ; Saran and Bors, 1994). L’'oxygene est un facteur
limitant pour I'activation de la NADPH oxydase qui va générer des ERO a partir d'O, dans la
peau, un processus engendré par les cellules phagocytes (cellules polymorphonucléaires
PMN, neutrophiles, macrophages). L'anion superoxyde O,° est rapidement converti par la
superoxyde dismutase (SOD) en H,O,, une forme perméable pour les membranes (Sen et
al, 2002). Des concentrations micromoléculaires de H,O, vont alors entrainer le relargage
par les kératinocytes et macrophages de « Vascular Endothelial Growth Factor » (VEGF),
régulateur de I'angiogenése (Khanna et al, 2001) et aussi la formation d’autres oxydants plus
stables tels que l'acide hypochloreux, les chloramines et aldéhydes. L'induction du relargage

de VEGF est également induite par I'oxyde nitriqgue (NO°®).

Paradoxalement, les ERO peuvent aussi avoir un rble délétere sur le processus de
cicatrisation. Les ERO sont fortement impliquées dans la réponse a l'irradiation (Riley, 1994 ;
Mikkelsen and Wardman, 2003). Elles sont produites par lirradiation elle-méme et par les
phénomeénes inflammatoires. Un lien est établi entre le stress oxydatif chronique et les
dommages tardifs radio-induits (Robbins and Zhao, 2004). In vitro, les Rl entrainent une
rapide augmentation des ERO par ionisation directe des molécules d’eau et des e, H°,

°OH, O;° et H,0O, sont produits. Dus a leur instabilité et leur réactivité, e’yq et °OH réagissent
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avec les molécules cibles tandis que O,° et H,O, sont relativement stables dans I'eau.
Plusieurs minutes a plusieurs jours post-irradiation, les cellules génerent des ERO et des
ERO nitrées ou « reactive nitrated oxygen species » (RNOS) de fagcon continue dans les
mitochondries, en particulier 'oxyde nitrique (NO°) important dans les mécanismes précoces

de signalisation radio-induits (Mikkelsen and Wardman, 2003).

[I.2. Effets sur les macromolécules biologiques

Dans le cas ou les systtmes de défense sont dépassés, les radicaux s’attaquent aux
macromolécules biologiques dans I'environnement direct de leur production. Les radicaux
étant tres réactifs et ayant une durée de vie courte, toutes les molécules biologiques
possédant des doubles liaisons sont susceptibles d’étre touchées et des produits de
dégradation sont engendrés :

- Dommages lipidiques: les radicaux libres sont susceptibles d'interagir
chimiqguement au niveau des doubles liaisons (-C=C-) des chaines d'acides gras
polyinsaturés constituant les membranes (Bonnefont-Rousselot et al, 1994). On parle de
lipoperoxydation (Gutteridge and Halliwell, 1990), provoquant une désorganisation
membranaire pouvant aboutir a la lyse cellulaire. Les hydroperoxydes lipidiques ainsi formés
sont dégradés principalement en malonedialdéhyde (MDA) (Chaudhary et al, 1996) et 4-
hydroxynonénal (4-HNE) (Chen and Chung, 1996) qui peuvent réagir de maniére covalente
avec les protéines et les inactiver. Ces produits sont trés toxiques puisqu’ils peuvent
également modifier 'ADN et sont impliqgués dans les mécanismes apoptotiques
(Ramakrishnan et al, 1993) et cancérigénes.

- Oxydation des protéines: les acides aminés peuvent étre oxydés, nitrosylés
(notamment les résidus tyrosine) ou carbonylés (Bonnefont-Rousselot, 2004 ; Davies et al,
1991), ce qui provoque l'altération des voies de signalisation et entraine une perturbation du
fonctionnement cellulaire.

- Atteintes de I’ADN nucléaire et mitochondrial (8 11.3.)

[1.3. Dommages induits par les Rl sur ’ADN

Aprés exposition aux RI, le spectre des lésions de 'ADN est large (Von Sonntag, 1994 ;
Cadet et al, 1997 ; Cadet et al, 2003). Sont observés des modifications des bases puriques

et pyrimidiques, des pertes de bases (formation de sites « abasiques »), des cassures
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simple- ou double-brins, des altérations de sucres (2-desoxyriboses) et aussi des pontages
ADN-protéines et ADN-ADN (Figure 14).

coupure de chaine
(simple brin) % 32\/

pontage
ADN-protéine
modification de la base
(oxydation, alkylation,
réarrangements)

“&—=coupure de chaine
formation (double brin)
de site abasique

Figure 14 : Lésions radio-induites de 'ADN

e Les cassures simple-brins (CSB) proviennent de l'arrachement d'un atome
d’hydrogéne du sucre par le radical °OH conduisant a la rupture des liaisons phosphate-
sucre (Tubiana et al, 1986 ; Von Sonntag, 1987). La formation de CSB est importante pour
un rayonnement de faible TEL et augmente avec la dose d'irradiation.

e Les cassures double-brins (CDB) sont plus délétéres. Elles se produisent a la suite
de rupture des deux chaines en des sites assez proches I'un de l'autre : un radical °OH agit
sur le 2-desoxyribose (Siddiqui and Bothe, 1987) puis est transféré au deuxiéme brin, ou
plusieurs radicaux °OH agissent sur la molécule d’ADN en des sites proches (Ward, 1985).
La réparation de ces cassures peut étre lente expliquant la radiosensibilité (Radford, 1986 ;
Frankenberg-Schwager and Frankenberg, 1990 ; lliakis, 1991 ; Ross et al, 1995).

e Les bases modifiées résultent principalement de I'attaque des radicaux hydroxyles
sur le cycle aromatique mais sont également produites par ionisation directe. On distingue

les bases pyrimidiques et les bases puriques modifiées.
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e Les pontages ADN-protéines, dans lesquels le radical °OH peut étre impliqué,
peuvent se produire entre 'ADN et les protéines environnantes (Oleinick et al, 1987).

e Les pontages ADN-ADN entre les deux brins ou a I'intérieur d’'un méme brin (Barker
et al, 2005).

e Les altérations des sucres : les radicaux °OH peuvent conduire, via I'arrachement
d'un atome d’hydrogéne, a la formation d'une coupure de brin par libération du 2-
désoxyribose ou par l'altération du sucre qui reste relié a I'extrémité 3' ou 5’ du squelette
phosphodiester, ou a la formation d'un site abasique, c’est a dire un sucre altéré mais relié
par l'extrémité 3' et 5 au squelette phosphodiester. Différents sucres altérés ont été
identifiés (Beesk et al, 1979).

L’atteinte de 'ADN par les RI peut avoir de graves conséquences somatiques ou héréditaires
en altérant la synthese de protéines fondamentales au fonctionnement de la cellule. L’ADN
mitochondrial est plus facilement touché de par sa localisation dans la cellule, et ses
dommages sont tres inefficacement corrigés. lls peuvent provoquer des mutations induisant
I'altération de la chaine respiratoire engendrant une production accrue d’'ERO.

Les molécules d’ADN endommagées sont souvent impliquées dans des voies de
signalisation conduisant a I'apoptose. Elles sont a l'origine, au niveau physiologique, de
modifications de la croissance cellulaire et de phénomeénes liés a l'inflammation (Davies,
2000 ; Remacle et al, 1995).

lll. Les dommages cellulaires et moléculaires des UV

Les altérations tissulaires, séquelles d’expositions aux rayons UV, résultent d'une vaste
gamme de réponses photobiologiques cellulaires. Le point de départ de ces réactions est
I'absorption d’énergie photonique par des molécules appelées chromophores. En absorbant
de I'énergie, ces molécules se transforment en un état activé ou excité. L'énergie absorbée
est trés rapidement utilisée pour 'induction de réactions photochimiques ou elle est dissipée

par fluorescence ou chaleur (Applegate and Frenk, 2001) (Figure 15).
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Figure 15 : Séquences d'éveénements résultant de 'absorption de rayons UV

A l'issue des processus photophysiques, le photosensibilisateur dans un état excité dit triplet
est susceptible de participer a des réactions de transfert de charge (type ) ou de transfert

d’énergie (type IlI) pouvant ainsi conduire a I'activation de I'oxygéne (Morliére, 2001).

Nous nous focaliserons principalement sur I'effet des rayons UVB, source d'irradiation de

notre synthese bibliographique.

[1l.1. Production d’ERO aprés UV dans la peau

Parmi les ERO susceptibles d'étre formées dans les premieres étapes des processus de
photosensibilisation, on rencontre I'oxygéne singulet *O,, premier état excité de 'oxygéne et
assez réactif, et O,° premier état de réduction mono-électronique de I'oxygéene, beaucoup
moins réactif vis-a-vis des substrats biologiques. En revanche, le radical HO,° I'est beaucoup
plus et peut jouer un réle spécifique dans des compartiments acides de la cellule. H,O, est

lui aussi peu réactif, alors qu'avec O, ils sont reconnus comme jouant un role majeur dans

34



le stress oxydant, en participant a des réactions impliquant des ions métalliques telle que la
réaction de Fenton dans laquelle I'ion ferreux réduit H,O, en °OH, trés réactif.

Les UV stimulent l'induction des NO-synthases inductibles et la production de NO° par les
kératinocytes contribue a I'érythéme, par ses propriétés vasodilatatrices (Deliconstantinos et

al, 1995) et a la stimulation de la mélanogenése (Romero-Graillet et al, 1997).

[1l.2. Effets sur les macromolécules biologiques

Les différentes longueurs d’onde d’UV induisent différents effets biologiques et physiques.
La différence fondamentale entre les UVB et les UVA réside essentiellement au niveau de la
nature de leur chromophore.

e L’absorption des UVB par les acides nucléiques et certains acides aminés entraine
des dommages chimiques directs dans les macromolécules qu’ils composent: 'ADN, I'ARN,
les protéines. Les UVB jouent un réle majeur dans la mutagenése, la carcinogenése mais
aussi dans la pigmentation et I'érythéme cutanés ( Tornaletti and Pfeifer, 1996; Mitchell and
Nairn, 1989; Parrish et al, 1982).

e Les UVA sont a l'origine de réactions de photo-oxydation qui, de facon indirecte,
peuvent endommager I'ADN, les protéines et les lipides insaturés des membranes
cellulaires, par la production d’'ERO (Tyrrell, 1996). lls sont responsables du photo-
vieillissement (Kligman, 1989) et comme les UVB, ils sont impliqués dans la

photocarcinogénése (Agar et al, 2004).

Les radiations solaires produisent directement ou par l'intermédiaire des ERO des Iésions
dans 'ADN. En I'absence de réparation, ces lésions peuvent provoquer des altérations dans
les génes clés du contrble de la prolifération cellulaire comme les génes suppresseurs de
tumeurs et les oncogénes, entrainant le développement de cancers.

Les trois principaux types de cancers de la peau ont pour origine: les kératinocytes, pour les
carcinomes basocellulaires et les carcinomes spinocellulaires et les mélanocytes, pour les

mélanomes.

[11.3. Dommages induits par les UV sur ’ADN

Parmi les macromolécules biologiques, les dommages induits par les UV ont été

particulierement mis en évidence dans I’ADN.
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e Les modifications oxydatives au niveau de I’ADN aprées UV sont des cassures simple-
brin, des pontages ADN-protéines, des modifications de base comme la 8-0x0-7,8-
dihydroguanine (Peak et al, 1987 ; Cadet et al, 2005) (Figure 16).

Pontages ADN-protéines

Alkylation

Site apyrimidique

Cassures simple brin

Dimeres de pyrimidine

Cassures double brin

Pontages dans le

méme brin d’ADN Pontages entre 2 brins

différents d’ADN

Figure 16: Schéma représentant les différents types de Iésions induites par les agents

génotoxiques (Balajee and Bohr, 2000)

Les dommages produits par les UV sont essentiellement la formation de photoproduits
dimériques entre deux bases pyrimidiques adjacentes (Cadet et al, 2005). Il s’agit des
diméres de type cyclobutanes (CPD) et des photoproduits (6-4) pyrimidone, dont le taux
dépend de la dose d'UV.

e Les cyclobutanes diméres de pyrimidines (CPD) : créés en plus grand nombre, ils
sont produits par les UVC, UVB et UVA. Les UVB produisent 1000 fois plus de CPD que les
UVA et 100 fois moins que les UVC (Perdiz et al, 2000; Kuluncsics et al, 1999). Les CPD
sont formés par deux liaisons covalentes entre les atomes C5 et C6 de deux pyrimidines
adjacentes sur le méme brin d’ADN. Plusieurs diastéréo-isomeres peuvent se former selon

la position des deux noyaux pyrimidiques par rapport au cyclobutane (isomérie cis ou trans)
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et selon l'orientation relative des deux liaisons C5-C6 (isomérie syn- ou anti-). Pour des
raisons stériques, seuls les dérivés syn sont formés dans I'ADN et l'isomere cis est
largement majoritaire (Taylor and Brockie, 1988). Le taux de CPD dans I’ADN dépend de la
longueur d’'onde et de la dose d’'UV. Les CPD les plus observés sont les TT>TC>CT>CC
avec une fréquence en pourcentage de 53:21:19:7 aprés irradiation aux UVB (Mitchell et al,
1992).

Les photoproduits comportant une cytosine sont plus difficilement isolables puisqu’ils
subissent une réaction rapide de désamination qui introduit une base uracile a la place d'un

résidu cytosine (Figure 17).

Dimere cyclobutane

Dimeére cyclobutane UT (désamineé)
NHz e O O Lo ©
Désamination
N NH — > M/rﬁ
W o oAy o

| | |
NH2 NH3
OH UVB
NT — N o
-
AT T AT T
| HaC N | HaC 'l\l

Photoproduit (6-4) Isomére de
valence Dewar

Figure 17: Structures chimigues et réactions secondaires des photoproduits dimériques de
pyrimidines (Douki and Cadet, 2001)

e Les photoproduits pyrimidines (6-4) pyrimidone (6-4PP) : ils sont formés par une
liaison covalente entre les carbones C6 et C4 de deux pyrimidines adjacentes situées sur le
méme brin d’ADN (Figure 17). lls sont générés par les UVC, UVB mais pas par les UVA
(Courdavault et al, 2005). Leur distribution aprés une irradiation aux UVC est la suivante:
TC>CC>TT>CT avec une fréguence de 76: 20: 4: 0 % (Kotturi et al, 1998). La formation des
6-4PP est proportionnelle a la dose d’'UV (Pfeifer et al, 1991).

e L’'isomére de valence Dewar : sa formation résulte de la conversion du noyau

pyrimidone d’'un 6-4PP aprés exposition aux UVB (Mitchell and Rosenstein, 1987) (Figure
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17). Les UVB induisent directement cet isomére avec une fréquence de 7% (Clingen et al,
1995).

Il est intéressant de noter qu’aprés une irradiation a des doses biologiques de cellules de
mammiferes, le taux de formation des CPD, 6-4PP et isomere de Dewar sont respectivement
1;0.12; 0.014 pour les UVB (Perdiz et al, 2000).

Autres lésions : modifications de purines (dimérisation de I'adénine, réaction de I'adénine
avec une thymine adjacente) (Kumar et al, 1987; Zhao and Taylor, 1996), les hydrates de
pyrimidines et les thymines glycols (Bourre et al, 1987; Gasparro and Fresco, 1986).
Néanmoins la fréquence de ces Iésions par rapport aux CPD est tres faible et le rble de ces

Iésions dans la mutagénéese photo-induite reste encore mal connu.

V. Les systemes de défense des kératinocytes apres Rl et UVB

Face aux effets délétéres des ERO produites aprés Rl et UVB, les cellules ont la capacité a

s’adapter et se défendre contre ce stress (Barton et al, 1985 ; Kehrer, 1993).

L’aptitude des cellules a gérer les conséquences du stress oxydatif, suite a I'exposition aux
RI et aux UVB, dépend en partie de leur capacité a mobiliser leurs systémes de défenses
anti-oxydantes et leurs systémes de réparation. Si ces deux systémes sont dépasseés, les

cellules peuvent se bloquer dans le cycle et auto-programmer leur élimination par apoptose.

L'efficacité de ce réseau de défenses anti-oxydantes est basée sur une cascade de
réactions en chaine, et dépend de la localisation de ces systémes dans la cellule. En effet,
compte-tenu de la distance de diffusion des ERO et du fait de leur grande réactivité, les
systemes de défense ne sont efficaces que s'ils sont présents sur le site de production des
ERO.

IV.1. Les défenses anti-oxydantes

L’état redox de la peau se définit par une balance entre le taux d’oxydants et d’anti-oxydants.
Ainsi, 'augmentation de la formation d’ERO ou la déplétion d’anti-oxydants (enzymatiques et
non-enzymatiques) peuvent perturber cet équilibre et le déplacer vers un état oxydé. Une

augmentation du niveau d'anti-oxydants, comme la superoxyde dismutase (SOD) et la
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catalase, peut également perturber cet équilibre et faire pencher la balance vers état
réducteur du tissu.

Il faut noter que I'essentiel des travaux de la littérature sur le réle des défenses anti-
oxydantes des fibroblastes et des kératinocytes a été réalisé avec des irradiations UVA.
Cependant, la contribution des UVB, méme si elle est négligeable dans le déclenchement du
stress oxydant, est importante dans I'expression des conséquences de ce stress. Les UVB
agissent en aval de ce déclenchement notamment et modifient les systémes de défense ou
de régulation (Morliére, 2001). Les kératinocytes ont une meilleure résistance comparée a
celle des fibroblastes en terme de photocytotoxicité (Moysan et al, 1996). Cette différence
est la résultante d’'un systéme de défenses anti-oxydantes plus importantes chez le

kératinocyte (Applegate and Frenken, 2001).

Les systemes de défense agissent a différents niveaux de la cascade d’activation de

I'oxygéne (Figure 18) et sont de plusieurs natures.
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Figure 18 : Systemes biologiques de défenses anti-oxydantes
LPO : Lipoxygénase, PHS : Prostaglandine H Synthase, P450 : Cytochrome P450
GSH : Glutathion réduit, GSSG : Glutathion disulfide
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IV.1.1. Les systémes de défenses non-enzymatiques

Les systemes de défenses non-enzymatiques sont représentés par des petites molécules
comme la vitamine E, la vitamine C et les caroténoides.

La vitamine E, apportée par I'alimentation et trouvée dans l'organisme sous la forme a-
tocophérol, est lipophile et située dans toutes les membranes cellulaires (Valk and Hornstra,
2000). Elle est un puissant anti-oxydant, elle s’oxyde en piégeant O,, O,°", OH®° ou un radical
peroxyde lipidique produit dans les membranes biologiques ou peut donner H° qui va
neutraliser les radicaux libres. Elle peut ensuite étre réduite par GSH ou par la vitamine C,
aussi apportée par l'alimentation. Des taux importants de vitamine E ont été observés au
niveau du sébum de la couche cornée, 3 fois plus que dans le derme et I'épiderme humain.
La régulation de la Vitamine E joue un r6le dans les processus de renouvellement de
I'épiderme et de sa différenciation, par son gradient de transport a travers les membranes
épidermiques lipidiques (Thiele et al, 2001).

Le glutathion et la thioredoxine (Trx) sont des piégeurs de radicaux hydroxyles et
d’oxygéne singulet, ils permettent de générer des espéces réduites pour les enzymes anti-
oxydantes. On peut également citer [|'ubiquitone, Il'acide urique, la transferrine,
'apotransferrine, la métallothionéine et certains acides gras monoinsaturés tels que I'acide

oléique.

IV.1.2. Les systéemes de défenses enzymatiques
Les systémes de défense enzymatiques sont représentés par les enzymes anti-oxydantes
(Pugliese, 1998) : les SOD, catalase et glutathion peroxydases (GPx).

- Les SOD dismutent les radicaux O,° en H,O, selon la réaction suivante (Deby,
1991) : 2 O,° + 2 H" = H,0, + O,. On distingue trois types de SOD selon le métal agissant
comme cofacteur métallique et leur localisation subcellulaire, catalysant toutes la méme
réaction : la « copper/zinc containing superoxide dismutase » Cu/Zn SOD (cytoplasmique
constitutive et extracellulaire), la « manganese containing superoxide dismutase » Mn SOD
(mitochondriale et inductible) et la «iron containing superoxide dismutase » Fe SOD
(exclusivement chez les procaryotes).

- La catalase catalyse la décomposition de H,O, en H,O et O, selon la réaction
suivante : 2 H,O0, —» 2 H,O + O,. Elle se situe dans les peroxysomes ou les réactions
d’oxydations produisent H,O : la catalase le détruit au fur et a mesure de sa formation.

- Les GPx peroxydent H,O, en eau, en utilisant le GSH comme donneur d’hydrogéne
(HO, + 2 GSH —» 2 H,O0 + GSSG). Ces enzymes sont sélénium-dépendantes et

essentiellement cytosoliques. Le rapport GSH sur glutathion oxydé, généralement élevé, est

40



maintenu constant grace a l'action de la glutathion réductase (GR) qui réduit le glutathion
oxydé. Les GPx peuvent aussi réduire les hydroperoxydes provenant en particulier de la

peroxydation des acides gras polyinsaturés en alcool.

Dans I'épiderme, de faibles concentrations de SOD sont présentes. Les produits du
glutathion sont localisés dans I'épiderme et le derme, particulierement dans les fibroblastes,
tout comme les produits de la thioredoxine réductase en grande quantité dans I'épiderme. La
GPx agit en méme temps que la catalase en détoxifiant le peroxyde d’hydrogene dans les

peroxysomes des cellules cutanées (Pugliese, 1998 ; Shindo et al, 1994 ; Rhie et al, 2001).

IV.2. Les systémes de réparation

Les systémes de réparation des biomolécules sont plus ou moins complexes et peuvent
se décliner en trois étapes :

- Lareconnaissance des lésions

- L'excision des Iésions

- Larestitution de biomolécules intégres
Nous avons choisi de décrire uniquement les mécanismes de réparation les plus impliqués

aprés exposition aux Rl et aux UVB.

e La réparation des peroxydes lipidiques portés par les triglycérides s’effectue aprés
reconnaissance par les phospholipases A, et C, qui éliminent sélectivement les acides gras
oxydés. La GPx réduit alors les hydroperoxydes libérés. La réparation est compléte aprés
réacylation par I'acide gras coenzyme A a longue chaine (Van Kuijk et al, 1985).

e La réparation des protéines oxydées se produit aprés reconnaissance des protéines
aberrantes (présence d‘un résidu oxydé chargé négativement a la surface des protéines) et
dégradation de celles-ci grace a la macroxyoprotéinase (MOP) avant une nouvelle synthése
a partir des acides aminés libérés.

e Dans la suite du paragraphe suivant (§ IV.2), nous ne détaillerons que les systemes
de réparation des dommages induits & 'ADN par les Rl et/ou les UV: la photoréactivation
enzymatique, la réparation par excision de bases, par excision de nucléotides et par

religation non-homologue.
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IV.2.1. Mécanismes fidéles de réparation de ’ADN

= Aprés UV, la photoréactivation enzymatique est le mécanisme par lequel 'enzyme
photolyase induit la cassure des liaisons C5-C6 et C6-C6 pour les CPD et des liaisons C4-
C6 pour les 6-4PP (Todo et al, 1997), en utilisant I'énergie de la lumiere visible pour

restaurer la base dans sa forme native par transfert d’électron (Sancar et al, 1984).

= Aprés Rl et UV, la réparation par excision de bases (BER) est une voie tres
importante qui s’applique aux petites modifications de bases de 'ADN (Seeberg et al, 1995).
Elle est capable de réparer la plupart des dommages spontanés de I'’ADN causés par le
métabolisme interne de la cellule ainsi qu’'une multitude de dommages oxydatifs tels que la
8-oxoguanine (Cadet et al, 2000). Il existe deux mécanismes: la voie courte qui est
majoritaire et la voie longue.
Le mécanisme court de la BER est le suivant (Memisoglu and Samson, 2000): une ADN
glycosylase enléve la base endommagée par hydrolyse de la liaison N-glycosylique située
entre la base et le désoxyribose, créant ainsi un site abasique (AP). Une AP endonucléase
clive 'ADN en 5’ du site abasique ou une AP lyase coupe en 3’ du site abasique. Le résidu
pentose phosphate est enlevé par une phosphodiestérase. La bréche créée est refermée par
polymérisation (a I'aide de ’'ADN polymérase () puis ligation par I’ADN ligase IlI.
D’autres protéines, telles que les ADN polymérases & et g, et « proliferating cell nuclear
antigen » (PCNA) permettent d’augmenter ['activité¢ de la réparation et font partie du

processus long de réparation de la BER (Memisoglu and Samson, 2000).

= Apres UV principalement et Rl minoritairement, la réparation par excision de
nucléotides (NER) agit sur des lésions volumineuses qui distordent de facon conséquente
la double hélice d’ADN, comme les diméres de pyrimidines générés par les UV. Ce type de
réparation est ubiquitaire.
Les différentes étapes de la NER sont les suivantes: reconnaissance du dommage de 'ADN
par un complexe protéique, ouverture de la double hélice d’ADN au niveau de la lésion,
double incision de part et d’autre de la Iésion qui conduit a I'excision d'un oligonucléotide de
24 & 32 nucléotides, resynthese et ligation.
Ce systeme de réparation est divisé en deux voies qui se recouvrent partiellement
(Tornaletti and Hanawalt, 1999) : la réparation couplée a la transcription (TCR) qui concerne
la réparation rapide et efficace des lésions localisées sur le brin transcrit par 'ARN
polymérase Il des génes actifs ; la réparation globale du génome (GGR) qui concerne la

réparation plus lente de I'’ADN non transcrit.
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Il est intéressant de noter que la réparation par NER des 6-4PP est rapide et compléte 24h
apres I'exposition aux UV alors que ce n’est pas le cas pour les CPD et I'isomere de valence
Dewar (Perdiz et al, 2000).

IV.2.2. Mécanismes non fidéles de réparation de I’ADN

Apres Rl et UV, la religation non-homologue (NHEJ) : les dimeres non excisés peuvent
alors bloquer les fourches de réplication et donner lieu a la formation de cassures double-
brins qui peuvent étre réparées par les systemes de recombinaison homologue en phase G2
ou par le systtme de religation non homologue ou « Non Homologous End-Joining »
(NHEJ). Cependant, la réparation des cassures double-brins par NHEJ fonctionne mal en
hyperthermie. De plus, le systeme translésionnel des polymérases moins fideles peut

permettre une synthése translésionnelle en face de diméres.

Si les lésions dans I'ADN provoquées par les Rl et les UVB ne sont pas éliminées par les
systemes de réparation de I'ADN, ces photolésions engendrent des mutations qui sont
transmises aux cellules filles. Ces mutations peuvent, lorsqu’elles affectent les génes
impliqués dans la prolifération cellulaire, participer au processus de genése des cancers.

Dans certaines maladies humaines héréditaires provoquant une grande sensibilité au
rayonnement solaire, des mutations inactivant des protéines impliqguées dans le systéme
NER sont systématiquement rencontrées. Trois pathologies principales sont liees a des
défauts dans les genes du systéme : le xeroderma pigmentosum (XP), le syndrome de
Cockayne et la trichothiodystrophie (TTD). Tous les malades présentent une déficience
dans la réparation de I'’ADN et, dans le cas particulier du syndrome XP, I'hypersensibilité au
soleil accompagnée d’une incidence des cancers de la peau chez ces malades est 1000 fois

supérieure a celle des individus normaux.

IV.3. Les arréts dans le cycle cellulaire

Nous venons de montrer que les RI et les UVB engendrent une grande diversité de lésions
moléculaires dans tous les compartiments sub-cellulaires. Aprés un dommage a I’ADN, les
cellules s’arrétent dans le cycle cellulaire et/ou rentrent en apoptose. Ces processus
impliquent un nombre important de facteurs dont la protéine p53.

Le niveau protéique du gene suppresseur de tumeur p53 est induit rapidement en réponse

aux dommages de I'ADN par les Rl et les UV. La protéine p53 est un régulateur clef de
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nombreux genes a la fois impliqués dans l'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose (induit
I'expression de Bax et de p21VaCP! et réprime Bcl-2) (Moll and Zaika, 2001 ; El-Deiry,
1998 ; Levine, 1997 ; Kuerbitz et al, 1992), deux voies dans lesquelles la cellule va choisir de
s’orienter. L'arrét du cycle cellulaire permet aux cellules d'identifier et de réparer les
dommages de 'ADN. Le processus d’'apoptose va empécher la multiplication des cellules

endommageées et non réparées.

Chez 'hnomme, l'induction par différents stress de modifications post-traductionnelles de
p53 impliquent 18 sites. Des sites de phosphorylation ont été identifiés sur I'extrémité N-
terminale de p53 alors que I'extrémité C-terminale contient des sites de phosphorylation,
d’acétylation et de sumoylation (Apella and Anderson, 2001). Ces sites sont impliqués dans

les modifications post-traductionnelles de p53 aprés exposition aux Rl et UVB (Figure 19).

- Dans I'extrémité N-terminale, sept sérines (Ser) (6, 9, 15, 20, 33, 37 et 46) et trois
thréonines (Thr) (18, 55 et 88) peuvent étre phosphorylées.

- Dans I'extrémité C-terminale, les Ser 315 et 392 sont phosphorylées, les lysines 320,
373 et 382 sont acétylées, enfin la lysine 386 est sumoylée suite a différents stress. En

revanche, les Ser 376 et 378 sont phosphorylées de maniéere constitutive.

Les RI entrainent rapidement la phosphorylation des Ser 6, 9, 15, 20, 33 et Thr-18 (Dumaz
and Meek, 1999 ; Shieh et al, 1999 ; Unger et al, 1999 ; Siliciano et al, 1997) et la
déphosphorylation de Ser 376, tandis que les UV entrainent la phosphorylation de presque
tous les sites Ser: Ser 6, 9, 15, 20, 33, 37, 46, 315, 392 (Bulavin et al, 1999 ; Sakaguchi et
al, 1998 ; Siliciano et al, 1997) mais aussi la Thr 81 (Buschmann et al, 2001) et I'acétylation
de la lysine 320 de maniere importante. La phosphorylation induite par les UV apparait plus
tardivement mais persiste plus longtemps (Saito et al, 2003).

L'acétylation de la lysine 382 a été démontrée aprés exposition aux deux rayonnements
(Sakaguchi et al, 1998).

La kinase ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated kinase) est impliquée dans la

phosphorylation de la Ser 15 de p53 en réponse aux Rl (Banin et al, 1998 ; Canman et al,
1998) et la kinase ATR (A-T Related kinase) est capable de phosphoryler les Ser 15 et 37
de p53 en réponse aux UV (Tibbets et al, 1999).

La stabilisation de p53 résulte essentiellement de l'inhibition de linteraction entre p53 et

« Mouse Double Minute 2 » (MDM2), qui va entrainer sa dégradation par ubiquitination
(Prives et al, 1999).
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Figure 19 : Modifications post-traductionnelles de la protéine p53 induites aprés

dommages a ’ADN (d’aprés Appella and Anderson, 2001)

Le polypeptide p53 de 393 acides aminés est décomposé en différentes régions
associées avec : TA (« transactivation »), DBD (« sequence-specific DNA binding »), NLS
(« nuclear localization »), TET (« tetramerization »), et REG (« DNA-mediated negative
regulation of specific DNA binding »). En réponse aux RIl, ATM va phosphoryler p53
directement et indirectement par I'activation d’autres kinases (Chk1 et Chk2) et MDM2.
Aprés exposition aux UV, ATR, p38 MAPK et le complexe CK2-FACT sont activés et
phosphorylent des résidus spécifiques. P53 et MDM2 sont alors modifiés aprés liaison avec
SUMO-1, par un mécanisme médié par E1/Ubc9. Les dommages a I’ADN vont empécher la
liaison de MDM2 avec SUMO-1 en inhibant son ubiquitination, ce qui stabilise MDM2 et

augmente le taux de dégradation de p53.

IV.3.1. Les arréts du cycle cellulaire aux points de transition (checkpoints)

Les arréts dans le cycle cellulaire sont provoqués soit par une voie indépendante de 'ADN
(voie des céramides), ou dépendante de I'’ADN. Nous nous intéresserons exclusivement a
cette derniére. Les arréts du cycle cellulaire sont liés a I'activation d’un signal cellulaire induit
par la reconnaissance des lésions de I'ADN dues aux deux rayonnements (Hartwell and
Weinert, 1989). lls permettent aux mécanismes de réparation de prévenir les anomalies de
réplication (transition G1-S) ou les aberrations chromosomiques pendant la mitose (transition
G2-M). On notera que l'arrét transitoire en G1 marque fréquemment I'entrée en apoptose.
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L’exposition des cellules aux RI ainsi qu'aux UVB peut conduire & :
- un arrét en fin de phase G1 (Figure 20) dans les lignées exprimant une protéine p53

normale, du & la transactivation et I'élévation du niveau d’expression de p21Wa-/cirt,
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Figure 20 : Les différentes protéines impliguées dans l'arrét en G1 dépendant de p53

Cette protéine p21"¥ Pl 3 été identifiée comme un inhibiteur important de nombreuses
kinases dépendantes des cyclines (cdk) (El-Deiry et al, 1993 ; Harper et al, 1993 ; Xiong et
al, 1993). L’inactivation de ces complexes passe par la formation du complexe quaternaire
cycline/cdk/PCNA/p21 (Cayrol et al, 1998). PRb (protéine du rétinoblastome) alors
hypophosphorylée séquestre le facteur E2F nécessaire a l'activation de la transcription de
génes requis pour la progression en phase S (Giacca and Kastan, 1998 ; Weinberg, 1995).

L’expression du géne GADD45 (Growth Arrest and DNA Damage) est induite par p53 en
réponse a des dommages dans I'’ADN produits par les Rl et entraine un arrét en G1 (Kastan
et al, 1992). Bien que ce mécanisme soit actuellement inconnu, GADD45 interagit avec p21
d'apres Kearsey et al (Kearsey et al, 1995), et la protéine PCNA intervenant dans la

réplication et la réparation (Smith et al, 1994).
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- un arrét en fin de phase G2 dans toutes les lignées (Favaudon, 2000 ; Boulay and
Perdiz, 2005 ; Dasika et al, 1999).
Les cellules dépourvues de p53 fonctionnelle paraissent conserver cet arrét. P53 joue de
maniere indépendante sur ce blocage (Kastan et al, 1991) et le prolonge (Passalaris et al,
1999). Cet arrét provient de l'inhibition de l'activation de cdc2 (Hwang and Muschel, 1998 ;
Azzam et al, 1997) se liant a la cycline bl (Innocente et al, 1999), complexe devant étre
déphosphorylé par la phosphatase cdc25c¢ pour étre actif. Ce complexe est aussi régulé par
chkl et chk2 (Check Point Kinase) elles-méme activées par les kinases ATM et ATR
(Furnari et al, 1999 ; Matsuoka et al, 1998). Cdc25 phosphorylé ne peut donc plus activer le

complexe cdc2/cycline bl nécessaire a I'entrée en mitose (Samuel et al, 2001).

D’autres études ont montré une implication directe de p53 (Agarwal et al, 1995 ; Stewart et
al, 1995). L'arrét en G2 dépendant de p53 est principalement régulé par les cibles
transcriptionnelles de p53 : GADD45, 14-3-3c et p21 qui sont capables d’'inhiber cdc2. Bien
que la fonction de GADDA45 reste mal définie, cette protéine est responsable de I'arrét en G2
provoqué par les UV, mais pas de celui aprés exposition aux Rl (Wang et al, 1999 ; Zhan et
al, 1999) qui est médié par p21 tout comme les cellules déficientes en p53 (Bunz et al,
1998).

IV.4. La mort cellulaire

Lorsque tous les systemes de défenses, d'arréts du cycle et de réparations n’ont pas permis
de restaurer le contenu cellulaire, la derniére alternative possible est I'élimination des
cellules endommagées par un processus de mort cellulaire.

Ces mécanismes de mort cellulaire ont été décrits précédemment dans le paragraphe de
I’lhoméostasie de I'épiderme (8§ 1.1.3) : la nécrose et I'apoptose déclenchée entre autre par

p53, les deux voies principales empruntées aprés exposition aux Rl comme aux UVB.

La sénescence réplicative aprés Rl et UVB est un autre mécanisme correspondant a un
arrét irréversible de la croissance cellulaire par réduction des télomeres, entrainant une perte
des télomérases endogénes pour les futures générations de cellules (Shay and Wright,
2000). Les cellules normales ont alors une durée de vie proliférative limitée, aprés laquelle

elles s’arrétent de proliférer et perdent leur capacité a se diviser.
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Des expositions répétées aux UVB (10 de 250 mJ/cm?) entrainent une sénescence
prématurée des fibroblastes, qui serait médiée par la voie du « transforming growth factor
beta » (TGFB1), entrainant le vieillissement cutané. Une surexpression de p53, p21"* et
p16 N4 est décrite (Debacg-Chainiaux et al, 2005).

La sénescence des kératinocytes est encore mal définie par rapport a leur apoptose et a leur
différenciation terminale (Gandarillas, 2000). Elle est pourtant décrite comme contrdlée chez
les kératinocytes par p21"** (Weinberg and Denning, 2002) et la kinase Chk2 (Aliouat-
Denis et al, 2005), et observée aprés RI (Dimri et al, 1995) et aprés UVB (Dazard et al,
2003). Toussaint et al ont décrit que 'inflammation chronique qui s’installe a long terme
aprés RI résulte en une série de réactions liées au stress oxydatif, ce qui conduit a une
sénescence prématurée ou a la mort des cellules par nécrose ou apoptose (Toussaint et al,
2002).

Il _existe deux voies apoptotigues : la voie extrinséque qui est initiée dans la membrane

plasmique par des « récepteurs & domaine de mort », membres de la famille du « tumour
necrosis factor receptor » (TNFR) ; la voie intrinseque qui est déclenchée par les protéines
relarguées par les mitochondries.

Mon travail de these ne portant essentiellement que sur I'apoptose induite par des agents de
stress, nous ne détaillerons que la voie apoptotique intrinséque mitochondriale des

kératinocytes dans le prochain paragraphe.

IV.5. La voie apoptotique intrinseque mitochondriale

La voie mitochondriale de I'apoptose implique la perméabilisation de la membrane externe
de la mitochondrie. La perméabilisation est contrélée par les membres pro-apoptotiques et
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 et est souvent accompagnée de la chute du potentiel
membranaire mitochondrial. Elle se traduit par un relargage de molécules de I'espace
intermembranaire mitochondrial vers le cytosol. Ces molécules sont capables d'activer les
caspases ou d’entrainer la mort cellulaire de fagon indépendante des caspases (Gross et al,
1999).

Les protéines qui entrainent I'apoptose de facon dépendante des caspases sont le
cytochrome c (Li et al, 1997), Smac/Diablo (Du et al, 2000) et HtrA2/Omi (Hegde et al,
2002). Une fois libéré dans le cytosol, le cytochrome ¢ interagit avec la protéine Apaf-1 et la
pro-caspase-9, formant ainsi en présence d’ATP un complexe multiprotéique appelé

apoptosome, a l'origine du clivage de la pro-caspase-9 en la forme active caspase-9. Cette
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derniére active & son tour d’autres caspases effectrices comme les caspases -3 et -7 (Li et
al, 1997). Quant aux protéines Smac/Diablo et HtrA2/Omi, elles activent les caspases de
maniére indirecte en se liant aux « inhibitors of apoptosis proteins » (IAP) et en bloquant leur
activité inhibitrice.

La mitochondrie posséde aussi des protéines qui entrainent la mort cellulaire de fagon
indépendante des caspases comme « apoptosis inducing factor » (AlF) et « Endonuclease
G » (Endo G). Durant I'apoptose, AIF et Endo G sont transloqués dans le noyau ou ils
induisent la condensation de la chromatine et la fragmentation internucléosomale de I'’ADN
(Susin et al, 1999).

IV.5.1. Les protéines de stress Hsp

Les Hsp sont des « protéines de stress » synthétisées dans tous les organismes et
largement conservées au cours de I'évolution. En réponse a divers agents de stress causant
une dénaturation des protéines, elles sont induites et agissent comme des chaperonnes.
Elles vont lier les peptides, les protéines en cours de synthése ou a fort risque d’agrégation
et vont ainsi permettre leur repliement correct et leur redistribution dans des compartiments
subcellulaires appropriés. Elles sont également capables de lier des protéines dénaturées
afin de rétablir leurs fonctions (Parsell and Lindquist, 1993). Les Hsp majeures sont
classifiées en différentes familles suivant leur poids moléculaire, dont la famille des Hsp70
(66 - 78 kDa). Les Hsp70 inhibent 'apoptose induite par de nombreux stimuli comme
des agents apoptotiques (Jaattela et al, 1998 ; Samali and Cotter, 1996), I'oxyde nitrique
(Bellmann et al, 1996), les UV (Simon et al, 1995), la déprivation de sérum (Mailhos et al,
1993), les chocs thermiques (Mosser et al, 1997) et le TNF (Jaattela et al, 1992). La
localisation des Hsp dans les cellules de mammiféres est intracellulaire, dans le cytoplasme
et le noyau en condition normale, et elles vont s’accumuler dans le noyau et le nucléole suite

a un stress (Laplante et al, 1998).

Les Hsp70 de la peau sont localisées principalement dans I'épiderme. Elles ont été décrites
comme exprimées dans le cytoplasme et le noyau des kératinocytes (Edwards et al, 1991)
sous la forme inductible Hsp70 (Charveron et al, 1995 ; Boehncke et al, 1994 ; Trautinger et
al, 1993). Les agents de stress induisant I'expression spécifique des Hsp70 dans les
kératinocytes in vitro et in situ sont la chaleur, le froid, des agents chimiques et les UV
(Muramatsu et al, 1992 ; Holland et al, 1993 ; Maytin et al, 1990).

Les Hsp70 conférent aux cellules une protection importante contre I'apoptose en
empéchant I'activation de la caspase-3 (Li et al, 2000).
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IV.5.2. Les caspases

L’activité des caspases est régulée au niveau post-transcriptionnel. Une surexpression des
caspases va engager les cellules dans un mécanisme apoptotique. Il existe deux types de
caspases pro-apoptotiques : les caspases initiatrices et effectrices. Les caspases
initiatrices (caspase-8, -9, -10) vont cliver les formes pro-actives des caspases effectrices
(caspase-3, -6, -7), qui a leur tour vont cliver d'autres substrats protéiques, durant le
processus apoptotique. L’initiation de ce mécanisme est dirigée par les régulateurs directs
des caspases, les IAP (Salvesen and Duckett, 2002). Leur fonction premiére est de se lier
aux caspases et d'inhiber leur activation.

Il existe dans les cellules une balance entre I'activation de la caspase-3 et son inhibition
immédiate par dégradation de la protéine et son remplacement. Cette balance peut étre
perturbée par des stimuli pro-apoptotiques forts, éventuellement inhibés par Bcl-2, qui vont
engendrer le relargage de facteurs pro-apoptotiques tels que le cytochrome c et des
antagonistes des IAP par les mitochondries. La cascade des caspases est alors activée et la

cellule s’engage dans un processus apoptotique (Stucki and Simon, 2005) (Figure 21).
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Figure 21 : Schéma de contrble de 'activation de la caspase-3 durant le processus

apoptotique (d’aprés Stucki and Simon, 2005)
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Dans les kératinocytes humains, il a été montré que la caspase-3 est activée aprés UV
(Sitailo et al, 2002), aprés traitement avec de I'acide rétinoique (Mrass et al, 2004) et H,0O,
(Zuliani et al, 2005) et est impliquée dans leur processus de différenciation terminale
(Chaturvedi et al, 2006 ; Weil et al, 1999).

V. Les effets tissulaires des Rl et UVB sur la peau

V.1. Les effets des Rl sur la peau dépendent :

- de la grande diversité des types cellulaires constituant ce tissu et de leur
radiosensibilité (kératinocytes, fibroblastes, cellules endothéliales). L'effet direct sera fonction
de la dose délivrée a la peau et du nombre de cellules détruites. L’organisation structurale du
tissu exposeé et les caractéristiques radiobiologiques des cellules |ésées telles que leur
radiosensibilité, leur taux de prolifération et leurs capacités de réparation (ADN, protéines,

lipides) vont conditionner cette réponse directe.

- de l'effet indirect de l'irradiation qui met en avant I'importance des processus de
communication intercellulaire (Mothersill and Seymour, 2001). Les cellules vont alors
produire et relarguer des cytokines et des facteurs de croissance a effet autocrine et
paracrine afin de signaler aux cellules environnantes que le tissu est endommagé et

conditionner une réponse supracellulaire (Barcellos-Hoff and Costes, 2006).

- des processus visant a rétablir 'homéostasie du tissu cutané tels que la
transdifférentiation des fibroblastes en myofibroblastes, I'activation des kératinocytes ou des

cellules endothéliales et I'orientation des cellules vers le processus de sénescence.

L’intégration de ces trois processus conditionne la réponse des tissus aux Rl dans le temps

(effets précoce / tardif) et dans I'espace (effet dans / hors champs d’irradiation).

Il est ainsi possible de classifier les signes cliniques résultant de I'exposition du tissu cutané
aux RI (Figure 22).
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Dose unique Dose Lésion majeure | Délai d’apparition Lésion Lésion

(Gy) fractionnée des lésions fonctionnelle histologique

(2 Gylj)

5-7 <20 Dépilation ~18] Follicule vide
10-20 20-40 Erytheme 12-17j Hyperémie Aucune
20-30 - 2-6j - -

10-20 ~ 45 Pigmentation Aucune Augmentation
de la mélanine
10-20 ~ 45 Desquamation 30-70j Hyperplasie
seche
20-24 45-50 Desguamation 30-50 j Exsudation Diminution de
humide avec de sérum la densité
guerison cellulaire
Restauration Régénération
de la barriére cellulaire
>24 >50 Desguamation fonctionnelle
> 60 humide sans
guérison
17-24 45-50 Télangiectasie 6 mois - 1 an Aucune Perte de
cellules et de
vaisseaux,
dilatation vasc.
> 27 > 60 Nécrose sans Quelques mois Perte de la Nécrose
guérison ou années barriére
protectrice

Figure 22 : Effet des Rl a fortes doses sur le tissu cutané

(d'aprés Archambeau et al, 1995)

e Effets précoces

Des lésions précoces, considérées comme provenant de l'atteinte de la couche basale
proliférante de I'épiderme, et tardives, reliées aux atteintes du derme et des tissus sous-

jacents vont se manifester aprés exposition a de fortes doses.

Le premier symptdme observable est la radiodermite, définie comme une réaction
inflammatoire de la peau, équivalente a une brilure du premier degré (Archambeau et al,
1995), puis la dépilation.

- L’érythéme aigu survient dans les 24 heures suivant une irradiation supérieure a 10
Gy. Il est d( a la dilatation des capillaires dans le derme.

- La desquamation seche peut apparaitre quelques jours aprés irradiation de 10 a 20
Gy et se caractérise d'une part, par une dégénérescence des kératinocytes au niveau de
I'épiderme conduisant & son amincissement et a I'aplatissement des papilles dermiques et
d’autre part, par le gonflement et la prolifération de I'endothélium vasculaire. Cependant, les
kératinocytes présentent une capacité de régénération suffisamment importante pour

compenser la perte cellulaire dans le modéle murin (Shirazi et al, 1995 ; Trott et al, 1999).
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Aprés une exposition a 20 Gy, il ne reste qu’une seule cellule par cm?, la réépithélialisation
est encore possible (Daburon, 1997).

- La desquamation humide a lieu 3 a 4 semaines aprés irradiation supérieure a 16
Gy. Elle correspond a une perte suffisante de cellules de la couche basale de I'épiderme
pour conduire a la rupture de la barriére épidermique et a I'exsudation du sérum. Elle est
associée a une forte réponse inflammatoire du derme.

- La nécrose dermique apparait environ 70 jours apres irradiation aux doses

supérieures a 27 Gy lorsque la desquamation humide est durable et intense.

o Effets tardifs
Les effets cutanés radio-induits peuvent se développer des semaines, des mois voire des
années apres irradiation.

- L'atrophie, la télangiectasie et la pigmentation. L'atrophie est caractérisée par un
amincissement, un asséchement et une dépilation de I'épiderme. En paralléle, les petits
vaisseaux du derme se dilatent, on les appelle alors capillaires télangiectasiques. Selon la
dose recue (faible ou forte), on observe également une hypo- ou hyperpigmentation, liées a
la destruction des mélanocytes ou a la synthése de mélanine respectivement.

- L’ischémie proviendrait de I'hyperprolifération des cellules endothéliales survivantes
provoquant l'occlusion localisée ou partielle des artérioles (Hopewell et al, 1986). La
séquence de reperfusion d’'un tissu ischémié est trés toxique pour les cellules car elle est liee
a la formation excessive d’'ERO par les polynucléaires neutrophiles et par la xanthine
déshydrogénase.

- La fibrose (Lefaix et al, 1997) correspond a une formation pathologique de tissu
fibreux essentiellement composé de fibres de collageéne. Elle se développe le plus souvent
comme un processus cicatriciel en remplacement d’'un parenchyme détruit. Elle apparait de
maniere progressive sur plusieurs années et est constituée de trois phases: la phase de
constitution asymptomatique ou liée a une inflammation aigué ou chronique ; la phase de
séqguelle organisée avec disparition des signes inflammatoires, épaississement du derme et
des tissus sous-cutanés, élargissement des capillaires dermiques et amincissement ou
hypertrophie de I'épiderme ; la phase trés tardive avec une atrophie sous-cutanée associée
a une rétractation des tissus (sclérose) qui reste soumise a des poussées inflammatoires en
cas de traumatismes.

- La nécrose constitue le stade ultime de la réponse tissulaire a l'irradiation. Elle peut
se développer en quelques semaines ou s’étendre sur plusieurs années par des poussées
successives, suite a I'apparition de lésions vasculaires (Gongora and Magdelenat, 1986).

- Les cancers cutanés : des lésions cancéreuses peuvent apparaitre avec un temps

moyen de latence de 24,5 années aprés lirradiation (Daburon, 1997). Peu d’informations
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sont disponibles & propos de ces cancers. On sait que deux types prédominent: les
carcinomes basocellulaires qui sont peu agressifs, assez fréquents, se développant a
partir de la couche basale de I'épiderme et qui prédominent sur les carcinomes

spinocellulaires qui sont des tumeurs invasives des couches supérieures de I'épiderme.

V.2. L’aspect d’'un épiderme humain exposé aux UV dépend de la dose d'irradiation.

L'un des principaux chromophores de la peau absorbant les UVB et UVA (rayons supérieurs
a 290 nm) est I'acide urocanique. Il est localisé dans la couche cornée et est impliqué dans
des réponses photobiologiques importantes de la peau. L’acide urocanique est I'un des
produits de dégradation de la filaggrine qui est riche en histidine: il est formé par
désamination de la L-histidine via I'action catalytique de I'enzyme histidase (Applegate and
Frenk, 2001 ; De Fabo et al, 1997). La photo-activation par les UVB transforme sa structure
trans, habituellement prédominante, en son isomere cis, plus riche en énergie et impliqué
dans lI'immunosuppression induite par les UVB. Des études ont démontré la capacité de
isomére cis - acide urocanique a inhiber l'induction des réactions d’hypersensibilité de
contact et d’hypersensibilité retardée a des alloantigénes. De plus, il a été décrit comme
inhibant les cellules de Langerhans dans leur capacité a présenter des antigénes tumoraux

(Lappin and Simon, 1998).

e Les UVB sont majoritairement arrétés par la couche cornée (acide urocanique) et
10% seulement atteignent le derme. lIs causent le brunissement de la peau, des brilures et
de l'érythéme suivi d'un épaississement de I'épiderme par une augmentation du nombre et
de I'épaisseur des différentes couches de kératinocytes jusqu’au processus de kératinisation
de la couche cornée.

L'irradiation UVB induit I'apparition de cellules photodyskératosiques ou cellules « sunburn »
qui correspondent & des kératinocytes en apoptose (Young AR, 1987 ; Van Laethem et al,
2005). Ces cellules « sunburn » sont caractérisées par une forme ronde due a une perte des
connexions avec les kératinocytes voisins, un cytoplasme typiquement éosinophile et un
noyau dense et contracté (Weedon et al, 1979). Elles apparaissent dés 24h dans les
couches profondes de I'épiderme irradié a 50-60mJ/cmz2 et disparaissent trois jours aprés. Au
niveau du noyau, les UVB induisent la formation de diméres de pyrimidine qui persistent

dans les couches supérieures pendant 3 jours.
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Considérés comme des processus de photoprotection endogénes induits par I'irradiation
UVB, I'épaississement de I'épiderme, la kératinisation de la couche cornée et I'apparition de
cellules « sunburn » peuvent étre liés respectivement & une augmentation de la prolifération
des kératinocytes, a un retard dans leur programme de différenciation et a I'induction d’'un
processus d’apoptose (Morliere, 2001). Des expositions prolongées augmentent le risque de

cancer cutané.

e Quant aux UVA, la majorité traversent la couche cornée et 20 a 30% pénetrent dans
le derme réticulaire et papillaire, ou se localisent principalement les dommages générés :
modification du collagéne et accumulation d’un tissu dégénératif constitué essentiellement
de fibres élastiqgues. Excepté une hyperpigmentation immédiate et persistante liée a une
augmentation des mélanosomes, les altérations de I'épiderme sont plus faibles que celles
induites par l'action des UVB: épaississement de la couche cornée associé a une
augmentation du nombre de couches, aucune ou peu de cellules « sunburn » détectées et

une formation de dimeres de pyrimidine négligeable (Morliére, 2001).
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Chapitre Ill. LA CICATRISATION DU TISSU CUTANE

|. Les étapes de la cicatrisation

Le processus de cicatrisation est un phénoméne dynamique, complexe et coordonné qui
restore rapidement et efficacement l'intégrité de la peau, apres Iésion cutanée. Il implique
des médiateurs solubles et linteraction des cellules sanguines, des composants de la
matrice extracellulaire (MEC) et des cellules du parenchyme. La cicatrisation se décompose
en trois principales phases: linflammation, la formation du tissu de granulation et le

remodelage (Figure 23).
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Figure 23 (a) : Les phases d’inflammation et de formation du tissu de granulation

Aprés Iésion cutanée, un caillot sanguin se forme et va servir de matrice provisoire pour la
migration des cellules. Les cytokines jouent un réle important dans la formation du tissu
de granulation par le recrutement de leukocytes inflammatoires et la stimulation des

fibroblastes et des kératinocytes.
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Figure 23 (b) : La phase de remodelage (réépithélialisation et néovascularisation)

Durant la phase de remodelage, la réépithélialisation et la néovascularisation sont aussi
sous contrdle des cytokines, le collagene et les protéines de la MEC sont dégradés par les
sérines protéases et les MMP. Les kératinocytes vont migrer et reepithéliser le tissu de
granulation composé de cellules inflammatoires, de fibroblastes et de nouveaux vaisseaux

formés.

I.1. La phase inflammatoire

La phase inflammatoire commence immédiatement aprés blessure tissulaire par un
relargage des constituants des vaisseaux sanguins telles que les plaquettes, provoquant la
formation d’un caillot qui va jouer le réle de MEC provisoire (formée de fibrine et fibronectine)
pour la migration des cellules inflammatoires, des fibroblastes et des kératinocytes sur le site
lésé. Les plaquettes relarguent et activent plusieurs médiateurs de la vasoconstriction et des
facteurs chémotactiques comme le VEGF, « epidermal growth factor » (EGF), « platelet-
derived growth factor» (PDGF) et TGFpB. Ces facteurs vont recruter des cellules
inflammatoires comme les neutrophiles et les macrophages, en plus des fibroblastes et des

cellules endothéliales sur la plaie.

57



En effet, les neutrophiles infiltrants vont éliminer les particules étrangeéres a cette zone puis
vont étre phagocytés par des macrophages. Les monocytes vont également s’infiltrer en
réponse a des chémoattractants spécifiques comme les fragments de MEC, TGFpB et
« monocyte chemoattractant protein 1 » (MCP1) et vont devenir des macrophages activés
secrétant PDGF et VEGF. Suite a leur adhésion a la MEC, ils relarguent aussi le « colony-
stimulating factor 1 » (CSF1) pour leur survie, le « tumour necrosis factor alpha » (TNFa)
comme cytokine inflammatoire et PDGF chémoattractant et mitogéne pour les fibroblastes
(Werner and Grose, 2003 ; Singer and Clark, 1999). La formation du tissu de granulation,

une MEC de remplacement en cours de remodelage, est alors initiée.

I.2. La phase proliférative

I.2.1. La réépithélialisation

La réépithélialisation commence quelques heures apres la Iésion. Les cellules épithéliales
migrent des bords du tissu sain ou des appendices cutanés (follicules pileux) sur le site
endommagé. Les kératinocytes subissent des modifications de leur phénotype permettant
leur locomotion: perte de leur polarité apicale-basale, rétraction des tonofilaments
intracellulaires, dissolution d'un grand nombre d’hémidesmosomes / desmosomes
intercellulaires et formation de filaments d’actine cytoplasmiques. Leur migration a l'aide de
pseudopodes et leur prolifération sont stimulées par I'absence de cellules avoisinantes et par
le relargage de facteurs de croissance (EGF, TGFa et « keratinocyte growth factor » KGF)
concomitant a I'augmentation de leurs récepteurs (Henry and Garner, 2003). L’expression
des récepteurs aux intégrines leur permet d’interagir avec la MEC provisoire (composée
surtout de fibrine et de fibronectine) dans un stroma de collagéne de type |, comme substrat
de migration. La dégradation de la MEC dépend de la production de collagénase par ces
cellules, du « plasminogen activator » a activer la collagénase MMP-1, néosynthétisée par
les kératinoctes et requise pour leur migration. La réépithélialisation compléte se caractérise
par la restauration fonctionnelle de la barriére cutanée : les protéines d’attache membranaire
sont reformées a nouveau au cours de la réversion des cellules épidermiques a leur
phénotype normal (Singer and Clark, 1999).

L'acquisition d'un phénotype activé du kératinocyte sera développé dans le paragraphe

suivant (8 ).

58



I.2.2. La formation du tissu de granulation

Un nouveau stroma appelé tissu de granulation va se former sur la zone cicatricielle. Au
cours de cette phase, les fibroblastes vont acquérir des propriétés morphologiques et
biochimiques de cellules musculaires lisses : ils acquiérent un phénotype myofibroblastique.
Les myofibroblastes sont caractérisés par une morphologie hypertrophique associée au
développement d'un réseau cytoplasmique complexe de microfilaments d’actine (appelés
fibres de stress), en contact étroit avec les composants de la MEC grace a des complexes
transmembranaires. lls secrétent alors des marqueurs des cellules musculaires lisses
comme I' « a-Smooth Muscle Actin » (a-SMA), qui est utilisé comme marqueur commun aux
myofibroblastes, mais aussi la desmine et la vimentine. lls présentent des propriétés
contractiles et secrétoires caractéristiques qui leur conferent un réle clé dans la cicatrisation
ou ils assurent a la fois la synthése, la réorganisation et la contraction de la MEC.

Les facteurs de croissance relargués, impliqués dans la modulation de la différenciation
myofibroblastique, sont le TGFB1, le « Granulocyte-Macrophage-CSF » (GM-CSF), les
« fibroblastic growth factors » (FGFs), le TNFal et I'interféron gamma IFN-y ; les composants
de la MEC comme [I'héparine et la fibronectine y participent aussi. La MEC a un role
fondamental, elle permet la croissance et la différenciation myofibroblastiques en paralléle

avec le relargage du TGFB1 (Amadeou et al, 2003).

I.2.3. La néovascularisation

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins est nécessaire a la cicatrisation compléte.
L’angiogenese est un processus complexe qui dépend de la MEC aussi bien que de la
migration et de la stimulation mitogéne des cellules endothéliales. Son induction est
initialement attribuée aux FGFs (acides ou basiques) et VEGF secrétés par les cellules
endothéliales et les macrophages, mais aussi par l'activité angiogénique du TGF,
angiogénine, angiotropine, angiopoiétine 1 et thrombospondine. Les cellules épidermiques
activées secretent aussi de grandes quantités de VEGF.

En plus de ces facteurs, une MEC appropriée et I'expression de récepteurs endothéliaux a la
fibronectine pour la MEC provisoire sont nécessaires : les cellules endothéliales proliférantes
déposent d’importantes quantités de fibronectine dans la paroi des vaisseaux, et cette
fibronectine périvasculaire peut servir de tunnel pour le mouvement de ces cellules dans la
zone lésée. L'expression et I'activité des protéases est également nécessaire.

Les facteurs angiogéniques tels que FGFs (acides ou basiques) stimulent les cellules
endothéliales a relarguer I'activateur du plasminogéne, qui va cliver le plasminogéne en

plasmine et la pro-collagénase en collagénase active. Ces deux protéases vont digérer les
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membranes basales, ce qui permet aux cellules endothéliales stimulées par les facteurs
angiogéniques de migrer et former de nouveaux vaisseaux sanguins sur le site lésé.

Une fois que cette zone est comblée avec un nouveau tissu de granulation, I'angiogenése
cesse et de nombreux vaisseaux se désintégrent par apoptose. Cette mort programmée est
probablement régulée par des molécules matricielles, comme les thrombospondines 1 et 2,
des facteurs anti-angiogéniques comme l'angiostatine, I'endostatine et I'angiopoiétine 2
(Tonnesen et al, 2000 ; Singer and Clark, 1999).

[.3. La contraction et le remodelage de la matrice extracellulaire

La contraction requiert la stimulation de TGFBl et B2, PDGF, l'attachement des
fibroblastes & la matrice de collagéne grace aux récepteurs des intégrines, et des liaisons
entre les amas de collagéne. Le remodelage du collagene durant le remplacement du tissu
de granulation par une cicatrice dépend d’'une synthése continue et peu élevée du collagene
et de sa dégradation contrélée par des MMP secrétées par les macrophages, les cellules
épidermiques, les cellules endothéliales et les fibroblastes. Les différentes phases de
réparation du tissu dépendent de I'équilibre entre les MMPs qui dégradent la MEC (MMP-2
est alors activee par MT1-MMP) et leurs inhibiteurs, les TIMPs; mais aussi du
réarrangement cellulaire, c’'est a dire la diminution des vaisseaux, et la disparition des
myofibroblastes par apoptose ou leur dédifférenciation en fibroblaste (Desmouliére, 1995).

Le collagéne fibrillaire va s’accumuler jusqu’a compléte cicatrisation (Tomasek et al, 2002).

Il. L’étape de réépithélialisation

En situation physiologique normale, les kératinocytes proliféerent dans la couche basale et se

différencient dans les couches suprabasales de I'épiderme.

En réponse a un stress (par exemple, Rl ou UVB) ou une lésion épidermique, les
kératinocytes répondent rapidement en s’activant afin de rétablir l'intégrité de la barriere
épidermique. lls acquierent un phénotype « activé » (Coulombe, 1997 ; Freedberg et al,
2001).

Ce processus nommé « cycle d'activation du kératinocyte » est dirigé par des signaux

extracellulaires (Figure 24). Ainsi, les kératinocytes acquiérent un potentiel migratoire

associé a des changements morphologiques, a la réorganisation des kératines et a
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'expression des composants de la MEC: d'une part, la synthése et le relargage des
cytokines et des facteurs de croissance du kératinocyte sont modulés, et d’autre part la
cellule élabore de nouveaux constituants. Enfin, les kératinocytes acquiérent un potentiel

hyperprolifératif nécessaire a la reconstitution de I'épiderme.

Activation

Différenciation

IFNy
(lymphocytes)

TGFp
(fibroblastes !
Contractile

Basal keratinocytes

Réversion

Figure 24 : Le cycle d’activation du kératinocyte (d’aprés Freedberq et al, 2001)

[I.1. L’activation du kératinocyte

e L'initiateur majeur de cette activation du kératinocyte est l'interleukine-1 (IL-1) (Corsini

et al, 1998 ; Murphy et al, 2000), un signal autocrine pour les kératinocytes mais aussi
paracrine pour les cellules endothéliales du derme qui vont s’activer a leur tour, exprimant
des sélectines et recrutant les lymphocytes circulants, qui vont se diriger vers la zone lésée.
L'IL-1 est aussi un activateur des fibroblastes, entrainant leur migration, leur prolifération et
leur production de composants de la MEC.

Il est un signal autocrine pour les kératinocytes qui expriment des récepteurs a I'lL-1 (de
type I/ll/antagonist). Une fois activés, les kératinocytes proliférent, acquieérent un potentiel
migratoire associé a la réorganisation des kératines K6 et K16 et expriment un panel de

genes spécifiques de I'activation.
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La transduction du signal en réponse a I'lL-1 commence par l'interaction de I'lL-1 avec
son récepteur de surface de type | lié a la protéine « TNFa receptor associated factor 6 »
TRAF6 (Figure 25).
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Figure 25 : La voie de transduction du signal IL-1 du kératinocyte
(d'aprés Freedberg et al, 2001)

Cette derniere recrute des protéines kinases comme I' « IL-1 receptor associated kinase »
(IRAK) et « TRAF associated kinase » (TAK) et « MAP kinase kinase 1 » (MKK1). Le signal
est alors transmis par trois voies de facteurs de transcription : NFkB, C/EBPB, ATF2 et AP-1
liant c-fos et c-jun (Baud et al, 1999 ; Ninomiya-Tsuji et al, 1999 ; Ling and Goeddel, 2000)

qui vont exprimer des protéines spécifiques de I'activation.
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Les génes induits par IL-1 sont :

- des facteurs de croissance et des cytokines qui transmettent le signal aux cellules
environnantes (GM-CSF, TNF-a, TGF-a, amphiréguline)

- des marqueurs de surface cellulaire comme ICAM-1

- des intégrines et de la fibronectine, un composé de la membrane basale important
dans la migration des kératinocytes (Middleton and Norris, 1995)

- des genes des kératines K6 et K16, et directement la synthése de K6 dans les

kératinocytes (Komine et al, 2001) ce qui change la composition de leur cytosquelette.

e Le TNF-a permet le maintien de cette activation du kératinocyte (Nickoloff and Turka,

1993). Cette cytokine pro-inflammatoire est produite par une grande variété de cellules
comme les macrophages et monocytes, ainsi que les cellules épithéliales incluant les
kératinocytes. Son niveau d’expression est trés augmenté aprés UVB (Barker et al, 1991).
Le TNF-a active la réponse immunitaire en induisant la production de facteurs de croissance,
de cytokines, de leurs récepteurs et des protéines d’adhésion (amphiréguline, TGF-a, IL-1a,
« IL-1 receptor antagonist », « EGF receptor » et ICAM-1) (Griffiths et al, 1995).

Le TNF-a va induire trois voies de signalisation: (1) la voie apoptotique par activation des
caspases ; (2) la voie des céramides activant la synthese d’acide arachidonique et les
protéines kinases de la voie des « Mitogen-Activated Protein Kinase » (MAPK); et (3) la voie
TRAF2 activant des facteurs de transcription tels que NFxB, C/EBPB et AP-1 par les
protéines « TNF-o receptor associated death domain » (TRADD), TRAF-2 et « NFkB
inducing kinase » (NIK) (Figure 26).
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Figure 26 : La voie de transduction du signal TNF-o. du kératinocyte
(d’aprés Freedberg et al., 2001)

Les signaux inflammatoires du TNF-a., et prolifératifs du TGF-a régulent I'expression du gene
K6 I'un apres l'autre (Komine et al, 2000). La synthése de K6 est alors induite.

En réponse aux récepteurs a I'EGF (et aux membres de la famille EGF), les kératinocytes
proliferent, dégradent les composants de la MEC et deviennent migratoires (Nickoloff et al,
1990) ; les ligands des récepteurs a I'EGF induisent fortement et spécifiquement I'expression
de K6 et K16 et les sites AP-1 sont fonctionnels pour de nombreux génes codant les
kératines (Ma et al, 1997).

e La synthése des cytokines et facteurs de croissance lors du phénotype activé du

kératinocyte
Les kératinocytes activés secrétent des cytokines et facteurs de croissance qui vont recruter

les cellules de linflammation sur le site lésé. Elles sont un signal paracrine pour les

lymphocytes, les fibroblastes et les cellules endothéliales. Elles sont aussi un signal
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autocrine pour les kératinocytes jouant un rdle important dans le maintien de leur activation
(Figure 27).

Production des kc Définition Fonctions principales dans la peau
activés au niveau du site 1ésé
Interleukines
IL-1a et B Epidermal-cell derived Thymocyte Activating Initie Iactivation du kc et des réactions immunes
Factor (ETAF)
IL-1Ra IL-1 Receptor antagonist Compétitif de l'inhibiteur de I'lL-1
IL-6 Epidermal cell Natural Killer cell Augmenting Induit la prolifération des kc
Factor (ENKAF)
Chemokines
IL-8 Neutrophil Activating Protein(NAP) Chémotactiques des neutrophiles via leur récepteur
GRO«a Growth-Related Oncogene-a. } CXCR2
Colony stimulating
factors
GM-CSF Granulocyte-macrophage CSF Module les fonctions / maturation cellules de Langherans
G-CSF Granulocyte CSF Active granulocytes matures / éosinophiles / lymphocytes
M-CSF Macrophage CSF T a promouvoir différenciation des granulocytes et
IL-3 Multi-CSF macrophages
Facteurs de croissance
TNF-a Tumor Necrosis Factor o Maintient I'activation des kc et inhibe leur croissance,
induit molécules d’adhésion ICAM-1/VCAM-1
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1 Recrute neutrophiles et lymphocytes
Famille EGF Epidermal Growth Factor - family Induit la prolifération et la migration des kc et se lie aux
récepteurs a EGF
Amphiréguline et HB-EGF 2 homologues (amphiregulin and heparin- Induisent la prolifération des kc
binding EGF-like Growth Factor) }
TGF-« Transforming Growth Factor « Induit la division des kc et stimule leur migration
TGF-B1 Transforming Growth Factor 8 Inhibe la croissance des kc
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor Induit 'angiogenése pendant la néovascularisation
Famille FGFs Fibroblast Growth Factors Induit 'activité mitogéne et la croissance des kc
bFGF basic Fibroblast Growth Factor Accélére la cicatrisation cutanée (régénération)
KGF / FGF-7 Keratinocyte Growth Factor Induit la croissance des follicules pileux

Figure 27 : Cytokines et facteurs de croissance produits par les kératinocytes activés
Synthese bibliographique (Uchi et al, 2000 ; Mckay and Leigh, 1991 ; Gillitzer and Goebeler,
2001 ; Tomic-Canic et al, 1998 ; Grone, 2002 ; Coulombe, 1997 ; Sugawara et al, 2001)

e L'interféron y (IFN-y) relargué par les lymphocytes donne le signal aux kératinocytes

de se contracter lors de la contraction du tissu de granulation par les fibroblastes.

L’activation des récepteurs de I'IFN-y déclenche une cascade de phosphorylation de

protéines : ces récepteurs interagissent avec les « Janus activated kinases » (JAK) qui
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phosphorylent alors des tyrosines au niveau de ces récepteurs et de la famille de facteurs de
transcription « signal transducing activator of transcription » (STAT), en particulier STAT-1
dans le noyau des kératinocytes (Schindler and Darnell, 1995).

L'IFN-y induit fortement et spécifiquement le promoteur du géne de la kératine K17 (Jiang et
al, 1994). La fonction de K17 dans I'épiderme est de provoquer la contraction des

kératinocytes (Freedberg et al, 2001).

e Le TGF-B permet la réversion du phénotype activé du kératinocyte a un phénotype

basal lorsque le tissu est réparé. Le signal est transmis par les fibroblastes qui relarguent le
TGF-B: les kératinocytes vont alors se différencier a nouveau. Ce facteur est un important
régulateur des fonctions du kératinocyte puisqu’il empéche leur prolifération et induit la
synthese de protéines spécifiques de la membrane basale et de la MEC comme la
fibronectine, laminine, collagéne IV et VII (Vollberg et al, 1991 ; Koénig and Bruckner-
Tuderman, 1992), et des protéines des récepteurs de surface comme les intégrines a5, av,
B1, B4 et B5 et les « bullous pemphigoid antigens » BPAG1 et BPAG2 (Gailit et al, 1994).

Le TGF-B induit spécifiguement la synthése des kératines spécifiques du phénotype basal du
kératinocyte : K5 et K14 (Jiang et al, 1995) ce qui 'engage dans une voie de différenciation

normale.

[I.2. Le role des Rho GTPases dans la migration du kératinocyte

Les voies RhoA et P38 MAPK participent a la réépithélialisation des zones cutanées
endommagées. Au cours de la cicatrisation, les membres de la famille Rho régulent les
modifications du cytosquelette indispensables pour I'adhésion et la migration des cellules
épithéliales (Ehenreiter et al, 2005 ; Desai et al, 2004). La balance entre la prolifération et la
différentiation des kératinocytes humains est liée a I'activation de RhoA, par ses médiateurs
ROCK sérine/thréonine kinases (Santoro et al, 2005). La cicatrisation cutanée active P38
MAPK qui va réguler la migration des kératinocytes (Harper et al, 2005 ; Jaakkola et al,
1998) alors que ERK1/2 va induire la prolifération (Sharma et al, 2003).

Les Rho GTPases font partie du sous-groupe de la superfamille des protéines Ras, elles ont
un poids moléculaire compris entre 20 et 30 kDa et ont été montrées comme régulant un
large spectre de fonctions cellulaires, dont la migration. Elles sont exprimées de facon

ubiquitaire chez toutes les espéces. La famille de protéines Rho est subdivisée en 3
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classes majeures: Rho, constituée de RhoA, RhoB, RhoC ; Rac, constituée de Racl,
Rac2, Rac3 et RhoG ; et Cdc42, constituée de Cdc42, TC10, TCL, Wrchl et Chp/Wrch2.
Les GTPases de la famille Rho sont impliquées, en réponse a I'lL-1p, dans la régulation de
I'organisation du cytosquelette (Bagrodia et al, 1995 ; Zhang et al, 1995 ; Whitmarsh et al,
1997).

e RhoA est une protéine membre de la famille de protéines Rho. Elle régule la

formation et 'assemblage des fibres de stress d’actine (Miura et al, 1993 ; Ridley and Hall,
1992) tandis que Rac et Cdc42 régulent la polymérisation de l'actine afin de former des
structures spécifiques : les lamellipodes pour Rac (Ridley et al, 1992) et les filopodes pour
Cdc42 (Kozma et al, 1995 ; Nobes and Hall, 1995) (Figure 28).
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Figure 28 : Le réle des GTPases Rho, Rac et Cdc42 dans |'organisation du

cytosquelette (d’apres Takai et al, 2001)
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Les protéines RhoA, Rac et Cdc42 sont aussi impliquées dans I'assemblage des complexes
d’adhésion matricielle par les intégrines comme les adhésions focales.

Les protéines Rho jouent également un réle crucial dans le transport membranaire en
régulant la contraction, la motilité, 'adhésion et la polarit¢ des cellules; la régulation
transcriptionnelle des génes ; le contréle de la croissance cellulaire et le développement
(Etienne-Manneville and Hall, 2002 ; Aelst and D’'Souza-Schorey, 1997).

RhoA subit des changements moléculaires cyclant d’'une forme active liée au GTP a une
forme inactive liée au GDP. La protéine RhoA sous forme inactive GDP est enfermée dans le
cytosol de la cellule par les « guanine dissociation inhibitors » (GDIs). Les « guanine
nucleotide exchange factors » (GEFs) catalysent I'échange du GDP en GTP afin d'activer
RhoA. RhoA-GTP est alors inactivée par des « GTPase-activating proteins » (GAPS) qui
augmentent I'activité GTPase intrinséque de RhoA, entrainant I'hydrolyse du GTP en GDP.
Toutes les protéines Rho sont prénylées sur leur extrémité C-terminale, permettant la
translocation des Rho-GTP a la membrane. Alors activées, elles interagissent avec la

protéine effectrice Rho kinase pour réguler les fonctions décrites précédemment (Figure 29).
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Figure 29 : Le cycle d’activation de la protéine RhoA (d’aprés Loirand et al, 2005)
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e P38 est une protéine membre de la famille des MAPK, de poids moléculaire 38 kDa.

Elle est couplée a la voie « c-jun NH,-terminal kinase » (JNK). Ces voies de signalisation
sont fortement induites par les UV (Derijard et al, 1994 ; Han et al, 1994), agents oxydants
(Osborn et al, 1996), lipopolysaccharide (Nick et al, 1996), stress osmotique (Shapiro et al,
1995), Hsp (Rouse et al, 1994), TNF-a et IL-1 (Cuenda et al, 1997 ; Raingeaud et al, 1995).
L’activation de ces voies entraine des altérations de la croissance cellulaire, de la survie et
de I'apoptose (Xia et al, 1995).

Les petites protéines de la famille Rho, Rac et Cdc42, vont réguler I'activation de la voie
JNK, et dans une moindre mesure, celle de P38 MAPK (Coso et al, 1995 ; Minden et al,
1995).

L'identité des molécules qui lient Rac/Cdc42 a P38 est encore mal connue. Les activateurs
directs de P38 sont soit « MAP kinase kinase 4 » (MKK4) ou « c-jun NH,-terminal protein
kinase - activating kinase » (JNKK) qui induisent aussi JNK, soit MKK3 et MKK6 qui activent
P38 de facon spécifique (Han et al, 1996 ; Jiang et al, 1996). De plus, certaines formes
constitutives activées de « p21l-activated kinase » (PAK) peuvent stimuler I'activité de ces 2
voies (Bagrodia et al, 1995 ; Zhang et al, 1995) (Figure 30).
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Figure 30 : Les cascades de signalisation de JNK et P38
(d’apres Van Aelst and D’Souza-Schorey, 1997)
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Objectifs Parties | & Il

La peau est particulierement sensible aux effets des RI et des UVB. Sa topographie (couche
la plus superficielle anatomiquement) et sa forte radiosensibilité (I'épiderme est un tissu a
renouvellement trés rapide) font de ce tissu un organe cible des expositions aux Rl et UVB.
Notre hypothése de travail est basée sur le fait qu’'une partie de ces effets est due a l'atteinte
intrinséque des kératinocytes par lirradiation et notamment a la production d’ERO. Les RI
exercent leur action délétére par une forte production d’ERO responsables d’'une induction

du stress oxydatif.

Dans un premier volet de la Partie |, ce travail répond au cahier des charges défini
en commun avec l'entreprise Bio-EC. Le but de ce travail a été le développement de
modeéles biologiques ayant pour objectif d'étudier les pouvoirs anti-apoptotique et anti-
oxydant de molécules pharmacologiques fournies par notre partenaire industriel Bio-EC. Les
modeéles expérimentaux choisis sont d’'une part les kératinocytes primaires « Normal Human
Epidermal keratinocytes » (NHEK) et la lignée spontanée et non-tumorale HaCaT, et d’autre
part I'explant de peau humaine alternatif aux expériences in vivo sur animal développé par
Bio-EC. Cette démarche, une fois validée, a permis de tester deux molécules proposées par
notre partenaire : le Polyphénol P et le geranylgeranylacétone (GGA).

Dans un second volet de la Partie I, nous avons approfondi ces travaux par une
étude comparative des Rl et des UVB sur ces modeéles afin d’étudier la survie cellulaire et la

mesure du stress oxydatif induits par deux types de rayonnements.

A partir des résultats obtenus sur le délai d’observation post-irradiation, les conditions
d’irradiation RI et I'étude portée sur le stress oxydatif, I'objectif de la Partie 1l a été de
caractériser d’'une part les dommages induits par les Rl au niveau de la peau en terme
d’'atteinte oxydative et d'autre part en terme de mort cellulaire radio-induite (nécrose et
apoptose). Enfin, nous avons observé la radiosensibilité différentielle des kératinocytes
NHEK et des HaCaT aprés exposition aux RI, et nous avons essayé d'expliquer cette
différence (article n°1 JDS).
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Partie |: Méthodologie & Evaluation du pouvoir anti-

oxydant de molécules pharmacologiques sur la peau

Cette premiére partie a eu pour objectif de mettre au point un modéle d’explant de
peau humaine en survie et d'évaluer le pouvoir anti-oxydant de molécules pharmacologiques
sur ce modele et sur des cultures cellulaires de kératinocytes. Deux systémes inducteurs de

stress oxydatif ont été étudiés : les Rl et les UVB.

I. Mise au point des modéles biologiques cutanés

Afin d'apprécier le pouvoir anti-oxydant d’'une dizaine de molécules pharmacologiques,
nous avons procédé par étapes : la premiére étape a consisté a tester le pouvoir anti-
oxydant des molécules. Si la molécule testée mettait en évidence une capacité anti-
oxydante notable par le test ORAC, nous avons envisagé d'évaluer ses capacités anti-

oxydantes sur différents systémes hiologiques représentatifs de la peau :
a) les kératinocytes primaires NHEK et la lignée HaCaT issus de I'épiderme humain

b) le modéle alternatif d’explant de peau humaine développé par Bio-EC

I.1. Evaluation du pouvoir anti-oxydant de molécules par le test ORAC

La mesure de 'ORAC (Oxygen-Radical Absorbance Capacity) développée par Cao (Cao
et al, 1993) est une méthode simple et reproductible permettant d’évaluer la capacité anti-
oxydante de différentes molécules (Benderitter et al, 2003). La B-PE (« Porphyridium
cruentum B-Phycoerythrin » ou [OPhycoérythrine) est une protéine fluorescente
extrémement sensible au stress oxydatif. En présence d'AAPH [2,2-azobis(2-
amidinopropane)dichloride], un donneur de radicaux peroxyl, la structure tétramérique de
la B-PE est modifiée, elle se dimérise. Cette dimérisation dépendante de la concentration
en radicaux peroxyl du milieu réactionnel peut étre suivie en mesurant la décroissance de

la fluorescence de la O-PE en fonction du temps. Cette cinétique de décroissance de la
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fluorescence est directement reliée a la concentration de radicaux libres présents dans le
volume réactionnel dans des conditions définies de temps et de concentrations de -PE et
d’AAPH (Figure 31).

AAPH

molécule

pharmacologigue ~——
a pouvoir anti-oxydant

ROS
o0 - ®+ 0

37°C

-PE
B dissociation de la structure de la B-PE

(quantifiable en spectrofluorimétrie)
Aexc =540 nm - Aem =574 nm

Figure 31 : Principe du test ORAC

Si a ce systeme, on ajoute une molécule anti-oxydante a une concentration donnée, celle-ci
piégera, en fonction de sa capacité anti-oxydante une quantité définie des espéces radicalaires
produite par I’AAPH et retardera d’autant la diminution de la fluorescence de la B-PE.

Ceci est le cas du Trolox (« 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid ») par
exemple qui servira de molécule de référence au cours de nos expériences. Plus la

concentration de Trolox sera élevée dans le milieu réactionnel et plus sa capacité anti-

oxydante sera importante (Figure 32).
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Figure 32 : Cinétigue de piégeage des especes radicalaires (produites par 'AAPH)

par la B-phycoérythrine en présence de Trolox

Par convention, l'activité anti-oxydante ORAC de toute molécule est mesurée par
rapport a une référence: le Trolox. La capacité anti-oxydante d'l pM de Trolox
correspond a 1 ORAC (Cao et al, 1993).

ORAC (U/ml) = k (S molécule testée — S blanc)/(S trolox 1uM — S blanc)
k = facteur de dilution

S = aire sous la courbe

Blanc = B-PE + AAPH

Nous avons alors établi la relation dose-effet de la valeur ORAC en fonction de la

concentration du Trolox (Figure 33).
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Figure 33 : Valeur de 'ORAC en fonction de la concentration du Trolox

Aprés évaluation par la méthode du test ORAC d'une dizaine de molécules
proposées par Bio-EC, nous avons retenu deux molécules pharmacologiques d’intérét

possédant un pouvoir anti-oxydant significatif : un polyphénol P et le geranygeranylacétone

(GGA). Ces deux molécules ont fait I'objet d’'une étude sur nos deux types cellulaires de
kératinocytes et sur le modéle d’explant de peau humaine de la société Bio-Ec. Les effets de

ces molécules seront développés dans le paragraphe II.

I.2. Choix des modeéles d’étude in vitro et ex vivo et protocole d’irradiation

1.2.1. Modéles cellulaires

Nous avons choisi deux types cellulaires issus de I'épiderme, que sont les kératinocytes
primaires NHEK et la lignée de kératinocytes HaCaT immortelle, spontanée, possédant un
phénotype transformé in vitro mais non-tumorale. Celle-ci posséde une capacité de
différenciation épidermique compléte et identique a celle des NHEK, exprimant
normalement les kératines 1 et 10 et des marqueurs tels que linvolucrine et la filaggrine
(Boukamp et al, 1988). La radiosensibilité des NHEK et des HaCaT apres Rl et UVB a été
montrée comme différente, les HaCaT étant plus radiorésistantes que les NHEK (Petit-
Frere et al, 2000 ; Mendonca et al, 1991). Cette lignée est un outil intéressant pour étudier

la différence de radiosensibilité aprés irradiation.
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Les kératinocytes NHEK sont ensemencés avec une densité de 3500 cellules/cm? dans
des puits de plaques 6-puits dans du milieu « Keratinocyte Growth Medium » KGM-2
(Cambrex, France) tandis que les HaCaT sont cultivés dans du milieu « Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium » DMEM 4,5 g/l de glucose complémenté avec 10% de sérum de
veau foetal (SVF), 25 U/ml de pénicilline, 25 pug/ml de streptomycine, 2 mM de L-glutamine
et 10 mM d’hepes (In Vitrogen Life Technologies). Les cellules sont recouvertes de 2 ml de

leur milieu respectif puis incubées a 37°C en atmosphére humide, dans une étuve
contenant 5% de CO, et 95% d’air (Figure 34).

Figure 34 : Photos de cultures de kératinocytes NHEK et HaCaT

[.2.2. Modéle d’explant de peau humaine ex vivo

Nous avons finalisé la mise au point d’'un modele expérimental alternatif, I'explant de peau
humaine maintenu en survie, développé par Bio-EC. Ces explants sont issus de plasties
abdominales provenant de la chirurgie réparatrice. L’age des donneurs varie entre 30 et 40
ans, essentiellement de sujets féminins de type caucasien. Ces explants ont une surface
de 2 cm? et une épaisseur de 5 mm. lls sont maintenus en survie dans 2 ml de milieu BEM
(Bio-EC Medium) par puits de plaques 6-puits, sur un support permettant I'absorption du
milieu par le derme sans recouvrir I'explant, afin de se rapprocher des conditions
physiologiques de la peau. lls sont ensuite incubés a 37°C en atmosphére humide, dans

une étuve contenant 5% de CO, et 95% d’air (Figure 35).
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1,4cm

Figure 35 : Photo de I'explant de peau humaine

La qualité des explants de chaque biopsie a été normalisée par mesure de la lactate
dehydrogenase (LDH) relarguée par les cellules de I'explant dans le milieu de culture. Ce
dosage permet la quantification de la viabilité cellulaire de I'explant. Il est basé sur la
mesure par spectrophotométrie du formazan relargué dont la quantité est directement
proportionnelle a celle de LDH. En effet, la LDH réduit NAD* en NADH + H* par oxydation
du lactate en pyruvate, puis un catalyseur transfere H + H* du NADH + H* au sel de
tetrazolium qui est alors réduit en formazan. Plus la quantité de LDH est importante et plus
la mort cellulaire est élevée.

Des tests d'intra-répétabilité (plusieurs mesures répétées d’'une méme biopsie) et d'inter-

répétabilité (une mesure de différentes biopsies) ont été réalisés sur les explants.

1.2.3. Protocole d’irradiation Rl et UVB

Les kératinocytes NHEK et HaCaT en monocouche sont irradiés a 70-80% de confluence
dans des puits de 9,6 cm? (plaques 6-puits) et les explants sont irradiés 24 heures aprés
leur excision a partir de plasties de peau humaine dans ces mémes puits.

Les cellules et les explants sont irradiés aux Rl dans 2 ml de leur milieu respectif, par une
source de Césium 137 (IBL 637, CIS Bio International, France) & un débit de dose de 1
Gy.min™ pour toutes les expériences excepté les tests de clonogénicité (débit de dose de 2
Gy.min™).

Les cellules et les explants sont irradiés aux UVB sous une table d'irradiation (Automate
UV, RMX 3W, VILBER LOURMAT, France), apres avoir pris la précaution de retirer le
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milieu et les couvercles des plaques 6-puits. La dose d’'UVB est calculée en fonction de
deux paramétres : le temps (minutes) et I'énergie (J/cm3).
Aprés les irradiations, le milieu des cellules et des explants est changé immédiatement,

avant incubation dans I'étuve, et remplacé tous les 2 jours.

I.3. Optimisation des modéles cutanés pour |I'étude de la survie cellulaire

Dans un premier temps, nous avons déterminé le délai d’observation post-irradiation et les
conditions d’irradiation Rl et UVB a appliquer sur les cellules NHEK et HaCaT ainsi que sur
les explants de peau humaine, afin d’étudier I'induction des enzymes du stress oxydatif par
ces deux types de rayonnements sur ces différents modéles. Ces travaux ont permis de
réaliser 'ensemble des études expérimentales de la Partie I.

Les protocoles expérimentaux et I'analyse détaillée des résultats obtenus apres irradiation
aux RI des cellules et de I'explant ont été approfondis dans I'article n°1 figurant a la suite

de cette partie (Isoir et al, 2006).

1.3.1. Détermination du délai d’observation post-irradiation

Des cinétiques de viabilité des deux types cellulaires (Figure 36) et des explants de
peau humaine maintenus en survie (Figure 37) ont été réalisées jusqu’a 4 jours apres
irradiation, en utilisant la technique du test MTS (Promega, France). Ce test permet
I'évaluation de la viabilité, par incubation des cellules ou des explants pendant 2 heures dans
une solution de MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt] et de PMS (Phenazine MethoSulfate). Le MTS est
réduit par les cellules en formazan, dont la quantité est directement proportionnelle au
nombre de cellules vivantes. On mesure l'absorbance & 490 nm a laide d’'un
spectrophotomeétre.

Ces cinétiques nous ont permis de sélectionner les temps d’observation post-
radiation les plus pertinents du point de vue de la survie cellulaire. La dose pour laquelle

75% des cellules sont vivantes (Do’°) a été déterminée 24 heures post-irradiation.
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Figure 36 : Evaluation de la survie des cellules NHEK et HaCaT apres irradiation Rl ou UVB

par la technique du test MTS

Des cinétigues de survie des cellules NHEK et HaCaT sont réalisées aux temps JO, J1 et J4,
aprés irradiation aux RI (de 5 a 20 Gy) ou aux UVB (de 0,01 a 0,05 J/cm?). La viabilité des

cellules est exprimée en pourcentage et les valeurs a J1 et J4 sont comparées a celles

obtenues a JO. La dose d'irradiation UVB correspondant a une viabilité cellulaire de 75%

(Do™) est alors calculée & J1 post-exposition pour les deux types cellulaires. La Do’ aprés

RI n'a pas pu étre mesurée en raison du fort taux de survie a J1 post-irradiation.
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Survie des explants de peau humaine aprés exposition RI
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Figure 37 : Evaluation de la survie des explants de peau humaine apres irradiation Rl ou

UVB par la technique du test MTS

Des cinétiques de survie des explants de peau humaine sont réalisées aux temps JO, J1 et

J4, apres irradiation aux Rl (de 5 & 20 Gy) ou aux UVB (de 1 a 5 J/cm?). La viabilité des

explants est exprimée en pourcentage et les valeurs a J1 et J4 sont comparées a celles

obtenues a JO. Les doses d’irradiation RI et UVB correspondant a une viabilité de I'explant

de 75% (Do) sont alors calculées a J1 post-exposition.
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D’aprés les courbes de survie MTS apres RI (Figure 36), on observe que les NHEK
sont viables & 100% 24 heures aprés irradiation de 0 a 20 Gy. Une chute brutale de leur
survie est constatée 4 jours post-irradiation, 20% des cellules restent vivantes. On observe le
méme profil de courbe de survie pour les HaCaT apres irradiation de 5 & 20 Gy, excepté
gu'a J4, 40% des cellules sont encore vivantes (2 fois plus que pour les NHEK).

La survie des NHEK et HaCaT diminue fortement dés 24 heures apres une exposition
aux UVB de 0,01 & 0,05 J/cmz. La viabilité est de 65% pour les NHEK et de 70-75% pour les
HaCaT a J1. Quatre jours aprés irradiation de 0,01 J/cm2 a 0,05 J/cm?, la survie des NHEK
décroit de 55% a 35%, tandis que celle des HaCaT diminue de 60% a 40%.

Nous avons alors calculé les doses pour lesquelles la viabilité des cellules est de
75%, 24 heures post-exposition aux UVB (Do) : 8 mJ/cm? pour les NHEK et 0,01 J/cm?
pour les HaCaT. Ces résultats suggérent que les NHEK seraient plus radiosensibles que les
HaCaT aprés une exposition aux Rl et aux UVB. L’'observation des cinétiques de survie des
cellules NHEK et HaCaT en fonction du temps post-irradiation nous a permis de sélectionner

le temps J1.

La survie de I'explant de peau humaine (Figure 37) est de 65%, 24 heures et 4 jours
post-irradiation RI de 5 & 20 Gy. Aprés exposition UVB de 1 & 5 J/cm?, la survie décroit de
45% & 30% a J1 et elle atteint la valeur de 10% 4 jours post-radiation. La Do’ est de 4 Gy
aprés Rl et de 0,7 J/cm? aprés UVB pour I'explant.

Nous pouvons difficilement conclure sur I'efficacité biologique des UVB par rapport
aux RI car leur dépdt d’énergie est différent. Pour les RI, il est exprimé en quantité d’énergie
absorbée par unité de masse (J / kg) et pour les UVB, en quantité d’énergie absorbée par
unité de surface (J / m?). Les quantités physiques des deux types de rayonnement sont donc
peu comparables.

Quelque soit le modele considéré, toutes ces données nous ont permis de
sélectionner le temps J1 aprés irradiation Rl et UVB pour les deux types cellulaires et
I'explant de peau humaine. En effet, a J1 post-irradiation, les pourcentages de survie des

cellules restent élevés.

1.3.2. Détermination des conditions d’irradiation Rl et UVB

Le choix des doses appliguées au modéle de I'explant est basé d’une part sur les résultats
des tests de survie MTS et d'autre part, sur les marquages TUNEL des coupes congelées.

Concernant les cellules, ce choix est basé sur les résultats des tests de clonogénicité.
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a) Cellules NHEK et HaCaT

Le test de clonogénicité permet de déterminer le nombre de cellules capables de se
diviser et de former des colonies de 50 cellules au moins, 7 a 12 jours apres
ensemencement et irradiation a différentes doses de Rl ou d’'UVB (Vanmarcke et al, 1997,
Ramsay and Birrell, 1995). Aprés comptage des colonies de NHEK et HaCaT, la fraction
de survie est calculée par rapport au contréle non irradié (Figure 38). Le paramétre Do*’ de

la courbe de survie est alors calculé : il correspond a une survie cellulaire de 37%.
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Figure 38 : Evaluation de la survie des cellules NHEK et HaCaT aprés irradiation Rl ou UVB

par le test de clonogénicité

Les doses pour lesquelles la survie des cellules est de 37% sont de 2,9 Gy et 0,012
Jicm2 pour les NHEK, et de 3,2 Gy et 0,015 J/cm?2 pour les HaCaT, aprés irradiation RI et

UVB respectivement.
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Ces résultats confirment que les NHEK sont plus radiosensibles que les HaCaT en se

basant sur les tests de survie MTS et de clonogénicité apres exposition aux Rl et aux UVB.

b) Explant de peau humaine

Le marquage TUNEL permet de révéler sur coupes de peau congelées de 7 um les
cellules apoptotiques, ici les kératinocytes de I'épiderme. Ce test est basé sur la mise en
évidence de la fragmentation de 'ADN, caractéristique des cellules en apoptose. L’ADN des
cellules est marqué in situ par la méthode appelée TUNEL « TdT-mediated dUTP Nick End
Labelling » (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche, France).

Nous avons mesuré le pourcentage de kératinocytes apoptotiques par unité de surface

aprés une exposition a différentes doses de Rl : 5, 10 et 20 Gy (Figure 39).
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Kératinocytes en apoptose dans I'épiderme de I'explant
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Figure 39 : Détection des kératinocytes apoptotiques de I'explant de peau humaine

24h aprés irradiation Rl par le marquage TUNEL

Le marquage TUNEL permet aussi le comptage des cellules « coup de soleil » (« Sun Burn

Cells ») qui sont des kératinocytes entrant en apoptose aprés une exposition aux UVB
(Figure 40).

84



Nombre de Sun Burn Cells aprés exposition aux UVB
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Figure 40 : Détection des « Sun Burn Cells » de I'explant de peau humaine

24h aprés irradiation UVB par le marquage TUNEL

Aprés observation des coupes d‘explant marquées par la méthode TUNEL et comptage des
kératinocytes apoptotiques, une augmentation importante du nombre de kératinocytes en
apoptose a été montrée 24h aprés exposition a différentes doses de RI (de 5 a 20 Gy) et

d'UVB (de 0,2 a 2 Jcm?), ceux-ci entrainant l'apparition de « Sun Burn Cells » dans
I'épiderme.
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Ces différents résultats nous ont permis de sélectionner des doses d'irradiation appliquées a

nos modeles expérimentaux. Ces doses sont présentées dans le tableau ci-dessous.

N : Doses RI Doses UVB
Modéle biologique Doses Rl | DosesUVB| =~ = o
sélectionnées | sélectionnées
Do*'= Do*'= 16y
2 Gy 0,01 J/cm?
3 Gy )
NHEK 29Gy |00123cm?| . o 0,02 J/em
ot 2 DY 0,04 J/icm?
4 Gy )
HaCaT 3,2Gy |0,015 J/cm? 0,06 Jicm
5 Gy
10 Gy
D075~ Do75= 5 Gy 0,2 J/cm?2
Explants de peau humaine 10 Gy 2 Jlcm?
4Gy | 0,7 Jcm?
20 Gy 5 J/cm?

Cette étude nous a permis de choisir plusieurs doses d'irradiation d’aprés la valeur des Do*’
et Do” calculées. Nous avons alors sélectionné des faibles et fortes doses de Rl : de 1 & 10
Gy pour les deux types cellulaires et de 5 a 20 Gy pour les explants ; d’'UVB : de 0,01 & 0,06

J/icm? pour les cellules et de 0,2 & 5 J/cm? pour les explants.

Ces doses permettent une étude du stress oxydatif induit par les Rl et les UVB tout

en préservant une survie cellulaire acceptable.

I.4. Etude du stress oxydatif

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre la production ERO et la capacité anti-
oxydante de la cellule. Le suivi des activités de la catalase, GPx et de la SOD permet
d’apprécier le niveau d’induction des systémes de défenses anti-oxydantes de nos systemes
biologiques. La quantité d’ERO produites par les cellules NHEK et HaCaT irradiées est
appréciée aprés incubation avec du 2',7'-DiChloroFluorescin DiAcetate (DCFH-DA). Le
DCFH-DA est hydrolysé en DCFH qui diffuse dans les cellules. Le DCFH est ensuite oxydé

par les ERO produites en DCF hautement fluorescent. La quantité d’ERO est proportionnelle
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a la fluorescence du DCF. L'analyse en cytométrie de flux permet de suivre leur production

d’ERO a un temps choisi.

1.4.1. Mesure du stress oxydatif induit par l'irradiation aux rayons y

a) Cellules NHEK et HaCaT

Nous avons réalisé des courbes effet-dose des activités de la catalase et de la GPx

aprés irradiation aux RI, pour les cellules NHEK (Figure 41) et HaCaT (Figure 42). Nous

avons également évalué le pourcentage d’'ERO produites 30 minutes et 24 heures aprés

irradiation des cellules aux RI (5 et 10 Gy). Ces différents tests nous ont permis d’apprécier

le niveau de stress oxydatif induit dans ces cellules.
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Figure 41 : Mesure des activités de la catalase, de la GPx et des taux de ERO produits
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Figure 42 : Mesure des activités de la catalase, de la GPx et des taux d4ERO produits

par les cellules HaCaT 24h apres irradiation Rl

Nous avons observé que le niveau de base des activités enzymatiques de la
catalase et de la GPx est plus élevé pour les NHEK que les HaCaT. Apres irradiation RI,
nous avons montré que les cinétiques de production d’'ERO sont dépendantes du type
cellulaire.

Pour les NHEK, la production d’'ERO est importante et tres rapide puisqu’elle a lieu dés 30
minutes apres irradiation et se stabilise a 24 heures, tandis que celle des HaCaT est moins
importante et plus tardive (24h).

Nous avons noté des cinétiques d’activités enzymatiques anti-oxydantes différentes pour les
2 types cellulaires. Une diminution de I'activité de la catalase et une augmentation de celle
de la GPx sont significatives pour les NHEK 24 heures apreés irradiation RI, alors qu'elles ne
varient pas pour les HaCaT.
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b) Explant de peau humaine

Les activités enzymatiques de 3 enzymes, la catalase, la GPx et la SOD ont été
mesurées dans I'explant de peau humaine aprés exposition aux RI (Figure 43).
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Figure 43 : Mesure des activités de la catalase, de la GPx et de la SOD

dans I'explant de peau humaine 24h apres irradiation Rl

Les activités de ces trois enzymes diminuent fortement aprés irradiation par rapport aux
contrdles non irradiés ; celle de la GPx dés 5 Gy et celle de la catalase a partir de 10 Gy. En

revanche, une dose minimale de 20 Gy est nécessaire a faire baisser de plus de la moitié
I'activité de la SOD.
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1.4.2. Mesure du stress oxydatif aprés exposition aux UVB

a) Cellules HaCaT

L'induction des systémes de défenses anti-oxydantes (catalase et GPx) a été
observée sur des HaCaT apres exposition aux UVB (Figure 44).
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Figure 44 : Mesure des activités de la catalase et de la GPx des cellules HaCaT

24h apres irradiation UVB

Aprés exposition des cellules HaCaT aux UVB, les taux d’activité de la catalase
augmentent de facon significative par rapport au contréle non irradié. Les doses de 0,01 a
0,06 J/cm? induisent de 140 a 200% d’augmentation de I'activité enzymatique de la catalase.
Les taux de GPx tendent a diminuer apres exposition a ces doses d’'UVB.

b) Explant de peau humaine

L'activité des enzymes anti-oxydantes telles que la catalase, GPx et SOD a été

mesurée dans I'explant de peau humaine aprés exposition aux UVB (Figure 45).
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Figure 45: Mesure des activités de la catalase, de la GPx et de la SOD

dans I'explant de peau humaine 24h apres irradiation UVB

Dans l'explant de peau humaine exposé depuis 24h aux UVB, les activités de la

catalase et de la GPx diminuent de facon significative a la dose de 0,2 J/cmz, tandis que

celle de la SOD est doublée significativement aux doses de 0,2 a 5 J/cm2 par rapport au
contréle non irradié.
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II. Evaluation des capacités anti-oxydantes de deux molécules sur

I’explant de peau humaine

Aprés avoir optimisé nos modeles d’étude, nous avons évalué le pouvoir anti-oxydant d’une
dizaine de molécules proposées par Bio-EC.
Deux molécules pharmacologiques d’intérét ont été retenues. Elles sont de puissants anti-

oxydants : un polyphénol P, plus précisément une catéchine, prévenant des atteintes cardio-

vasculaires, et le geranylgeranylacétone (GGA) possédant un effet protecteur vis a vis de

I'atteinte de la muqueuse gastrique (Figure 46).
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Figure 46 : Formules chimiques du Polyphénol P, du GGA et du Trolox

Le détail des résultats de cette étude est présenté dans deux rapports placés en

annexe. Nous nous proposons de résumer brievement les conclusions de ces rapports ci-

apres.
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[I.1. Etude du pouvoir anti-apoptotique et anti-oxydant du polyphénol P

Dans nos conditions expérimentales, a poids équivalents, nous avons démontré tout

d’abord qu’aprés exposition de I'explant de peau humaine aux UVB,

- Le polyphénol P posséde une capacité anti-oxydante équivalente au Trolox par
mesure du test ORAC.

- Il n'a pas d'effet cytotoxique sur la survie des Kkératinocytes apres 24h de
traitement.

- Il posséde également un pouvoir anti-apoptotique significatif aprés observation des
cellules « Sun Burn Cells » et des kératinocytes en apoptose marqués au TUNEL.

- Enfin, le pouvoir anti-oxydant du polyphénol P est significatif, notamment en

augmentant I'activité anti-oxydante de la SOD.

.2. Etude du pouvoir anti-apoptotique et anti-oxydant du

geranylgeranylacétone (GGA)

Dans nos conditions expérimentales, a concentrations équivalentes, nous avons
démontré tout d’abord gu’aprés exposition de I'explant de peau humaine aux UVB,
- Le GGA possede une capacité anti-oxydante significative mais inférieure au Trolox
par mesure du test ORAC.
- Il n'a pas d’effet cytotoxique sur la survie des kératinocytes HaCaT aprés 24h de
traitement.
- Il possede un pouvoir anti-apoptotique significatif apres observation des cellules
« Sun Burn Cells » et des kératinocytes en apoptose marqués au TUNEL.
- Il possede un pouvoir anti-oxydant significatif, notamment en améliorant I'activité
anti-oxydante de la catalase.
- Le GGA semble réduire le nombre d’HSP27 et HSP70, ce qui peut laisser supposer
gue ce traitement a permis aux kératinocytes de lutter rapidement et efficacement contre

I'atteinte de la peau par les UVB.

En conclusion, le GGA s’est révélé étre la molécule caractérisée par le plus important

pouvoir anti-oxydant et son étude est originale. En effet, le GGA n'a jamais été testé sur la

peau. Son étude sera développée dans la Partie Ill.
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Partie Il . La radiosensibilité des kératinocytes de peau
humaine irradiés aux rayonnements ionisants est liée a la
modulation du stress oxydatif cutané

(Article 1)

l. Introduction

Il est admis qu’une exposition prolongée des kératinocytes a une production d’'ERO

peut perturber 'homéostasie de I'épiderme (Van Remmen et al, 2004). Les mécanismes de
protection de la peau face aux dommages oxydatifs sont contrblés par un systéme de
défense enzymatique complexe (Morliere et al, 1992 ; Béani, 2001). Plusieurs systéemes
enzymatiques sont identifiés dans la peau, notamment la SOD dans I'épiderme, le systéeme
du glutathion et de la thioredoxine réductase, la GPx et la catalase dans I'épiderme et le
derme (Pugliese, 1998 ; Shindo et al, 1994 ; Rhie et al, 2001).
Les RI induisent de fagon directe ou indirecte la formation de différents types d’ERO dans la
peau : €54, H°, °OH, O,%, H,0O, et NO®, tous induits de fagon trés précoce. Une production
trop élevée d’ERO induite par une exposition aux Rl peut provoquer I'apoptose des
kératinocytes (Zuliani et al, 2005 ; Chandra et al, 2000). Pour une concentration d’'ERO plus
faible, un lien a été établi entre un stress oxydatif chronique et une atteinte du tissu cutané
induite par les RI (Robbins and Zhao, 2004).

Nous nous sommes demandés d’'une part si la production d’'ERO par les RI dans les
kératinocytes de I'épiderme humain peut conduire a leur mort par apoptose ; d’autre part si la
capacité des kératinocytes a gérer le stress oxydatif radio-induit peut contréler leur
radiosensibilité. Pour répondre a ces questions, nous avons tout d'abord analysé la réponse
oxydative cellulaire induite par les RI et l'induction de I'apoptose dans un modéle d'explant
de peau humaine. Puis, nous avons observé l'influence de la réponse oxydative radio-induite
sur deux types de kératinocytes humains de radiosensibilités différentes NHEK et HaCaT, en
considérant la production de ERO comme une source majeure d’atteinte des kératinocytes.

Ce travail a fait I'objet d’'un article publié dans le Journal of Dermatological Science
(Isoir et al, 2006).
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Il. Résultats

II.1. Un lien est mis en évidence entre le stress oxydatif radio-induit et la mort par

apoptose des kératinocytes de I'explant

La viabilité des explants de peau humaine décroit 24 heures aprés une irradiation de
5 a 20 Gy. Une diminution des activités de la GPx et de la catalase est observée 24h aprés
des irradiations respectives de 5 et 10 Gy. Les activités de ces enzymes ainsi que celle de la
SOD sont réduites aprés une irradiation de I'explant a 20 Gy. L'analyse des macro-arrays
d'explants de peau humaine irradiés au préalable (24h) a 20 Gy a permis de révéler
plusieurs génes impliqués dans le contrdle du stress oxydatif et de I'apoptose. L'expression
de la thioredoxine réductase, de la thioredoxine peroxydase et de « Heat Shock Protein 70 »
(HSP70) est augmentée dans la peau irradiée alors que celle de la glutathion réductase, des
glutathions S-transférase M1 et 2 et de la GPx1 est réduite. Des génes tels que la NADPH
guinone réductase et 'héme oxygénase 1 sont également réprimés.

Un déséquilibre entre I'expression des génes anti- et pro-apoptotiques a été mis en
évidence. La réponse des génes de l'apoptose, 24h aprés une irradiation de 20 Gy, est
caractérisée par une diminution de I'expression de ceux impliqués dans la voie anti-
apoptotique comparé au contrdle : « inhibitors of apoptosis protein » 3 et 4 (IAP3 et 4),
« ionising radiation resistance-conferring protein », « death associated protein » 3 (DAP3) et
le régulateur de I'apoptose Bcl-2. Paradoxalement, I'expression des génes pro-apoptotiques
de l'ubiquitine C et de la caspase 10 se voit augmentée aprés irradiation. L’expression des
génes anti- et pro-apoptotiques est corrélée a une augmentation dose-dépendante du
nombre de kératinocytes en apoptose dans I'épiderme de I'explant, par marquage TUNEL.
En effet, 24h aprés une irradiation de 20 Gy, le nombre de kératinocytes marqués atteint les

60% par rapport au contrble non irradié.

II.2. La capacité des kératinocytes a gérer le stress oxydatif radio-induit contrble leur

radiosensibilité

Les courbes de survie cellulaire des kératinocytes primaires NHEK et de la lignée spontanée
non tumorale HaCaT obtenues par le test de clonogénicité ont permis de calculer leur Do*’
correspondant aux doses pour lesquelles 37% des cellules se divisent aprés irradiation aux
rayons vy. La valeur de la Do® chez les NHEK s’est révélée plus faible que celle des HaCaT.

Ceci a pu étre confirmé par une valeur de pente de la courbe linéaire
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quadratique plus élevée. On en conclue que les NHEK sont plus radiosensibles que
les HaCaT. Nous avons ensuite observé le stress oxydatif radio-induit. Aprés irradiation des
NHEK de 1 & 5 Gy, l'activité de la catalase est diminuée et celle de la GPx est augmentée,
alors qu’aucune modulation significative de ces activités n’est mesurée pour les HaCaT. De
plus, nous avons observé que les NHEK irradiées produisent des ERO en quantité plus
importante comparé aux HaCaT et de fagcon précoce, dés 30 minutes aprés exposition a 5 et
10 Gy. Ces reésultats ont été obtenus aprés marquage des cellules au DCFH-DA et
comptage par cytométrie en flux. La capacité différente des deux types de kératinocytes a
moduler le stress oxydatif peut expliquer leur différence de radiosensibilité. En effet, la
mesure des activités enzymatiques chez les deux types cellulaires a permis de mettre en
évidence un lien entre la production d’'ERO tardive (24h) chez HaCaT et la faible induction
de leur systéme anti-oxydant, en opposition avec les NHEK, plus radiosensibles que les
HaCaT. En conclusion, la radiosensibilité propre a ces deux types de kératinocytes serait
liée a l'induction différentielle des défenses anti-oxydantes aprés irradiation.

D’autre part, nous avons observé, aprés marquage TUNEL de I'explant de peau
humaine, que le pourcentage de kératinocytes morts par apoptose est important 24h aprés
des irradiations de 5 et 10 Gy: 48,6% et 59,5% respectivement. De plus, nous avons
démontré une élévation de 20% du niveau de mort cellulaire comprenant la mort par nécrose
et apoptose, 24h aprés irradiation de 5 et 10 Gy des deux types cellulaires. Enfin,
'augmentation des taux de mort cellulaire des cellules radiosensibles NHEK irradiées par

rapport aux contrdles s’est révélée comme significative, contrairement a celle des HaCaT.

[1l. Conclusion

Nous avons démontré dans un premier temps que I'apoptose des kératinocytes de
peau humaine serait en partie dépendante de la production d’'ERO aprés une exposition aux
RI. Dans un deuxiéme temps, nous avons mis en évidence la radiosensibilité différente des
kératinocytes NHEK et HaCaT irradiés aux rayons y. Enfin, nous avons montré que cette
différence peut étre corrélée a la réponse oxydante différentielle des deux types de

kératinocytes.

96



97



Journal of Dermatological Science (2006) 41, 55—65

Dermatological
SCIENCE

A
ELSEVIER www.intl.elsevierhealth.com/journals/jods

Human keratinocyte radiosensitivity is linked to
redox modulation

Muriel Isoir ®®, Valérie Buard?, Philippe Gasser®,
Philippe Voisin?, Elian Lati®, Marc Benderitter **

2 Institut de Radioprotection et de Sireté Nucléaire IRSN, Service de

Radiobiologie d’Epidémiologie, Direction de la Radioprotection de |’Homme,

Laboratoire de RadioPathologie, IRSN, B.P. no. 17, F-92262 Fontenay-aux-Roses Cedex, France
b | aboratoire BIO-EC, Centre de Recherches et d’Expérimentations Cutanées, Clamart, France

Received 21 July 2005; received in revised form 2 November 2005; accepted 24 November 2005

KEYWORDS Summary

Skin;

Keratinocyte; Background: lonising radiation-induced reactive oxygen species (ROS) overproduc-
Oxidative stress; tion induces keratinocyte alterations and constitutes one of the most common effects
Apoptosis; after therapeutic vy-irradiation. ROS production is controlled by a complex enzymatic
Radiosensitivity; system.

lonising radiation Objective: The aim of our study is to analyse the role of radiation-induced oxidative

stress in keratinocytes death by apoptosis. We hypothesized that keratinocyte
capacity to hamper radiation-induced ROS generation may control their radiosensi-
tivity.

Methods: For this purpose, an original human skin explant model was developed and
two types of human epidermal cells were used: primary keratinocytes NHEK and
spontaneous non-tumourigenic cell line HaCaT.

Results: cDNA-arrays analysis was performed 24 h after a 20 Gy y-radiation and
revealed down-regulation of genes involved in oxidative stress control and the
apoptosis process. This was confirmed by alterations in catalase, GPx and SOD
enzymatic activities. This redox modulation was concomitant to the down-regulation
of anti-apoptotic genes and up-regulation of some pro-apoptotic genes (caspase 10,
ubiquitin C). Interestingly TUNEL labelling revealed an increase in the number of
apoptotic cells. We also demonstrated a differential inducibility of the cell antiox-
idant network in two keratinocyte lines, which results in a differential cellular level of
ROS, explaining their different radiosensitivities.

* Corresponding author. Tel.: +33 1 58 35 91 36; fax: +33 1 58 35 84 67.
E-mail address: marc.benderitter@irsn.fr (M. Benderitter).

0923-1811/$30.00 © 2005 Japanese Society for Investigative Dermatology. Published by Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jdermsci.2005.11.008



56

M. Isoir et al.

Conclusion: Keratinocytes apoptosis is partly dependent on ROS production after
exposure to y-rays. In addition, the differential radiosensitivity of keratinocytes is
linked to different oxidative stress responses.
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1. Introduction

Skin reactions are one of the most common side
effects of therapeutic irradiation. Therefore, skin
dose tolerance is a limiting parameter during radio-
therapy protocols.

The epidermis is a dynamic organ, which actively
renews itself, and the balance between prolifera-
tion and cell death must be closely controlled.
Several lines of evidence suggest that continuous
exposure of cells to endogenous production of reac-
tive oxygen species (ROS) may affect epidermis
homeostasis [1,2]. The skin’s protective mechan-
isms against oxidative damage are carried out by a
complex defence [3,4] and several major enzymatic
antioxidant systems have been identified in the skin.
Low levels of superoxide dismutase (SOD), known to
detoxify superoxide anion are found in the epider-
mis. The glutathione system is found in both the
epidermis and dermis particularly within fibroblasts.
The glutathione peroxidase enzyme acts simulta-
neously with catalase to detoxify hydrogen peroxide
in the peroxisomes from subcutis. The thioredoxin
reductase system is similar to the glutathione sys-
tem, and is distributed with a particularly high level
in epithelial tissue [5—7]. ROS are characterized by
a dual effect. On the one hand, ROS function as
specific second messengers in signalling cascades
involved in cell proliferation and differentiation
[8], on the other hand, overwhelming skin inflam-
mation can swamp the antioxidant defence system
of the skin and lead to tissue destruction.

lonising radiation induces the formation of ROS in
the skin [9]. Early skin reactions occur within the
first 6 weeks after radiotherapy and are character-
ized by depilation and erythema, followed in some
extreme cases by dry and moist desquamation of the
epidermis [10]. It is characterized by concomitant
dose-dependent loss of dermal microvasculature,
including endothelial cells, epidermal basal cells
and keratinocytes. Following a large single dose
fraction (22.3 Gy), a linear loss of basal cells reach-
ing a nadir at about 21 days has been described in a
swine model. Moreover, stem cells are killed, basal
cells become quiescent and late DNA repair is trig-
gered [11].

A causal link between chronic oxidative stress
and radiation-induced late normal tissue injury
remains yet to be established [9]. In vitro, irradia-

tion leads to a rapid burst of ROS through the direct
ionisation of target and water molecules. The radi-
cals and ROS generated include aqueous electrons
(eq) H*, hydroxyl radical (*OH), superoxide anion
(02°7) and hydrogen peroxide (H,0,). Due to their
instability/reactivity, e, and *OH react with target
molecules. In contrast, O,°~ and H,0, are relatively
stable in water. Recent data indicate that cells can
exhibit more persistent and prolonged increases in
ROS/reactive nitrated oxygen species (RNOS) over
time frames ranging from several minutes to several
days post-irradiation, mitochondria being their first
site of generation. A role for RNOS, particularly
nitric oxide °NO, is supported by literature in early
radiation-induced signalling mechanisms [12].

External stress generating ROS, in addition to
endogenous oxygen radicals, lead to keratinocyte
apoptosis. Hence, H,0, induces an up-regulation of
the Fas/FasL system, leading to caspase-8 and
downstream caspase activation, and mitochondrial
disruption [13,14].

Interestingly, several apoptosis-related genes
were found to be up-regulated in NHEK cells after
a 20 Gy exposure to y-rays [15]. Similarly, reduction
in antioxidants defences, i.e. catalase, glutathione
peroxidase (GPx) and SOD has been demonstrated
after UVA radiation [16,17] or vy-rays exposure [18].

We therefore hypothesized that irradiation-
induced oxidative stress may lead to keratinocyte
death by apoptosis. To test this hypothesis, we
analysed the effect of ionising radiation on the
oxidative stress response and apoptosis process in
a human skin explant model. To further characterize
the ROS production as a major source of keratino-
cyte damage, we investigated the influence of redox
response to irradiation on two cell types, with two
different radiosensitivities.

2. Materials and methods
2.1. Explant culture

Human skin explants (2 cm?, thickness 5 mm) were
precisely excised from skin biopsies obtained from
healthy abdominal plastic surgeries among 3 donors
(30-, 34-, 40-year-old Caucasian women), experi-
ments were performed in triplicate. Patients pro-
vided written informed consent, which was
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approved by the Ethics Committee. Human skin
explants were maintained on grids, in 6-well plates
containing 2 ml special BIO-EC Medium BEM, which
maintain explants in survival for several days (BIO-
EC Laboratory, France).

2.2. Cell culture

Normal human epidermal keratinocytes NHEK (Clo-
netics) were cultured in Keratinocyte Growth Med-
ium KGM-2 (Clonetics, USA).

Human HaCaT keratinocytes were kindly pro-
vided by Dr. Lefaix (Commissariat a UEnergie Ato-
mique, France). This spontaneously immortalized
non-tumourigenic cell line was grown in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium with 4.5 g/l glucose DMEM
(In Vitrogen Life Technologies, France) and supple-
mented with 10% foetal calf serum, 25 U/ml peni-
cillin, 25 pg/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine
and 10 mM HEPES.

Subconfluent cells (80% confluence) were sham-
irradiated or exposed to a vy-irradiation source.

2.3. Irradiation source

Subconfluent cells or explants in culture medium
were irradiated with y-rays by using a "*’Cs source
IBL 637 (CIS Bio International, France). Dose rate
was 1 Gy min~" (except for clonogenic assays at
2 Gy min~"). The medium was immediately replaced
post-irradiation.

2.4. Survival determination

2.4.1. MTS assay

The MTS assay (Promega, France) is based on the
evaluation of the metabolic viability and is com-
posed of solutions of a tetrazolium compound MTS
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethox-
yphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner
salt] and an electron coupling reagent Phenazine
MethoSulfate (PMS). MTS is bioreduced by cells into
a formazan product and absorbance was measured
at 490 nm.

2.4.2. Clonogenic assays

Appropriate numbers of cells (NHEK and HaCaT cells)
were plated into 25 cm? flasks containing 5 ml of
growth medium, allowed to adhere for 24 h, and
were shown to still be in the single cell state. After
~-irradiation (2 Gy min~"), the cells were incubated
for 7—12 days of colony growth. Colonies were fixed
and stained in a 3% Methanol—crystal violet solu-
tion. Only colonies with more than 50 cells were
counted, and the surviving fraction was calculated
and compared to the control. Survival curve para-

meters Dy, o and B for the linear-quadratic model
were calculated.

2.5. Preparation of human skin extract

Human skin explants were cut into little pieces and
homogenized for 20 min with an ultra-turrax (T25,
IKA Labortechnik, USA) in phosphate buffer pH 7.5
(10 mM KH,PO,4, 40 mM Na,HPO,, 0.01 mM EDTA and
protease inhibitors). Extracts were spun to remove
insoluble material. Supernatants were used for
enzymatic assays.

2.6. Preparation of cell lysate

Both confluent NHEK and HaCaT cells were irra-
diated and harvested 24 h later by trypsinisation
with trypsin 0.5%/EDTA 0.02% (Clonetics, USA). Cells
were washed with PBS 1x, counted and treated with
avolume of lysis buffer (10 mM Tris—HclpH 7.5, 0.1%
Triton X-100 and 200 mM sucrose) proportional to
cell number. Cells were then carefully frozen in
liquid nitrogen and heated at 37 °C for 2 min, 3
times. Clear-cell lysates were prepared by centri-
fugation (20,000 x g, 30 min, 4 °C) and used for
enzymatic assays.

2.7. Antioxidant enzymes assays

Data were expressed as international units per milli-
gram of proteins in the skin.

2.7.1. Measurement of catalase, glutathione
peroxidase (GPx) and superoxide dismutase
(SOD) activities

The decomposition of hydrogen peroxide by cata-
lase contained in skin extracts and cell lysates was
followed spectrophotometrically at 240 nm (Uvikon
930, Biotek-Kontron, France). One hundred micro-
liters of fresh extract were added to 900 pl of 30%
H,0, solution and the absorbance at 240 nm was
measured for 1 min. Activity was calculated using
the rate of change per minute and the extinction
coefficient (¢24° = 1) of H,0,.

GPx activity was measured by a coupled assay
procedure. The reaction mixture consisted of phos-
phate buffer pH 7 (0.5 M Na,HPO,4, 0.5 M NaH,PQ,),
0.1 M EDTA, 0.4 M KCN, 0.1 mM glutathione, 10 mM
NADPH, H+ and 167 IU mg protein~" glutathione
reductase. Skin extracts or cell lysates were added
to the above mixture and incubated for 15 min at
30 °C before initiating the reaction by adding 100 p.l
of tert-butyl hydroperoxide. The absorption at
340 nm was recorded for 10 min (Uvikon 930, Bio-
tek-Kontron, France). The activity was calculated
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from the slope as micromoles of NADPH oxidized per
minute (¢ = 6.22 x 10° l/mol/cm).

Total SOD was quantified in skin extracts and cell
lysates. The activity of SOD was evaluated by its
capacity to inhibit the reduction of nitro blue tetra-
zolium (0.8 mM) by superoxide, which was produced
by a xanthine (57 mM)/xanthine oxidase (0.1775 IU/
ml) system at 30 °C. The appearance of reduced NBT
was monitored at 560 nm on a Uvikon 930 (Biotek-
Kontron, France). SOD prevents the reduction of
NBT by dismuting superoxide and decreases the
slope of reduced NBT proportionally. The percen-
tage inhibition (%/) was calculated as follows:

%l =

slope of reference OD

Skin extracts were diluted 1/20 to ensure a
linear decrease in the slope of NBT reduction of
20—30%.

2.7.2. Reactive oxygen species (ROS) assays
DCFH-DA was prepared at a concentration of 1 pMin
KGM-2 and added to the adherent NHEK cells before
irradiation, while 10 wM in PBS 1x were added to the
HaCaT cells in suspension. The incubation time was
15 min at 37 °C, in the dark. Cells were irradiated
immediately to measure fluorescence at 30 min and
24 h after irradiation. Cell analysis was performed
using a FACS flow cytometer (Becton-Dickinson,
France).

2.8. Skin RNA extraction

Entire frozen skin samples (epidermis and dermis)
were crushed into powder under liquid nitrogen.
Samples were then homogenized in 4 M guanidium
thiocyanate using 1.2 gauss syringes (pass through
needle 20 times). Total RNAs were purified accord-
ing to the technique of Chomczynski and Sacchi
after phenol/chloroform extraction. RNA was trea-
ted with RNase-free DNase (0.5 U/pl) to remove
contaminating genomic DNA. The quantity and qual-
ity of the RNAs were checked using Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, France).

2.9. mRNA expression analysis using cDNA
arrays

Gene expression analysis was performed through
hybrid selection of radio-labelled cDNA on high
density arrays of membrane-bound cDNAs. The Atlas
Human 1.2 (1176 genes +9 house keeping genes)
cDNA expression arrays (Clontech, USA) was used for
this experiment. PolyA+ RNA enrichment was
obtained after column chromatography by using

slope of reference OD — slope of the sample OD

streptavidin magnetic bead preparation according
to the techniques of Atlas Pure total RNA labelling
system (Clontech, USA). cDNA were synthesized as
described in the Atlas cDNA Expression Array kit and
[a-32P]dATP (10 nCi/wl) was incorporated into
synthesized cDNA. To purify the labelled cDNA from
labelled 3?P-nucleotides and small cDNA fragments,
each sample was purified using column chromato-
graphy. Radioactivity of the probe was checked by
scintillation counting (ready gel, Beckman, USA).
cDNA probes were hybridised overnight (20 h) to
Atlas Array (Human Atlas 1.2) with continuous agi-
tation at 68 °C. After washing hybridised membrane
according to Atlas cDNA expression arrays protocol,
Atlas array was removed from the container and
wrapped in plastic film. Atlas array was in contact
with phosphoimaging screen for 20 h at room tem-
perature and revealed by using a phosphoimager
(Typhon 9400, Amersham-Biosciences, France). The
different samples were compared using BD Atlas-
image 2.7 software (Clontech, USA). Four house-
keeping genes were selected (phospholipase A2,
glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase, riboso-
mal protein L13A and tyrosine 3 monooxygenase/
tryptophan 5 monooxygenase activation protein)
and only irradiated versus control ratios greater
than 2 and lower than 0.5 were taken into account.

2.10. Evaluation of apoptosis

2.10.1. TUNEL assay

From 7-um thickness cryopreserved skin sections,
apoptotic cells were detected by in situ DNA label-
ling TdT-mediated dUTP Nick End Labelling (TUNEL
method) using the In Situ Cell Death Detection Kit
(Roche, France) according to the manufacturer’s
recommendations.

2.10.2. DiOC,4 assay

The disruption of mitochondrial inner transmem-
brane potential was revealed using DiOC¢(3) 3,3-
dihexyloxacarbocyanine (Molecular Probes, USA), a
potential-sensitive cationic dye. DiOC4(3) accumu-
lates in polarized membranes and is translocated
into the lipid bilayer. Cells were incubated for
15 min with 10 uM DiOC¢(3) at 37 °C in the dark,
50 pg/ml Propidium lodide (Pl) was added to
exclude dead cells and analysis was performed
immediately on a FACS flow cytometer (Becton-
Dickinson, France).

2.11. Statistical analysis
Differences between groups were calculated using

an ANOVA associated with a Dunn’s or Tukey’s test.
All data are expressed as means + the standard
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error of the mean (S.E.M.) for triplicate samples
from 3 different donors (n = 3) in each experiment.
Intra- and inter-repeatability (variation of the same
biopsy assayed several times and variation of dif-
ferent biopsies assayed once, respectively) were
calculated for each assay in the irradiated and
the non-irradiated samples). Statistically significant
differences from controls are indicated as ‘p < 0.05,
“p < 0.01,and “'p < 0.001; and NS, when values are
not significant compared to controls.

3. Results
3.1. Radiation sensitivity of skin explants

The viability of human skin explants exposed to
ionising radiation (Fig. 1a) remained similar to the
controls during the first 24 h (99.5 + 0.34% at day 0
and 99.17 +£0.54% at day 1, respectively) and
started to decrease at day 1 (34.36 + 1.5% decrease
(p <0.01), 35.49 + 1.15% (p < 0.001) and 29.31 +
1.71% (p < 0.01) after 5, 10 and 20 Gy-radiation,
respectively).

Basal human skin explant catalase, GPx and SOD
activities were: 306.63 + 3.67 IU mg protein~',
122.45 + 8.15 IlU mg protein~' and 254.83 + 2.89
IU mg protein~', respectively.

Catalase and SOD activities (Fig. 1b) remained
unchanged for skin explants exposed to 5 Gy (sepa-
rately, increases of 1.47 &+ 3.4% (N.S.) and 19.46 +
6.05% (N.S.) by comparison with control), whereas
GPx activity dropped rapidly (55.46 + 7.78%
decrease (p < 0.001) for 5 Gy).

Fig. 1 (a) Cytotoxic effects of y-irradiation on human
skin explants. The metabolic viability was evaluated by
measuring the reduction of a tetrazolium compound MTS
into a formazan product, at 490 nm, at the time of
irradiation day O (open bars) and day 1 (shaded bars) after
exposure to 5, 10 and 20 Gy of y-radiation (1 Gy min~").
Data represent the mean values+S.EM., n=3
(**p < 0.01, ***p < 0.001 compared to control). (b)
Antioxidant enzyme activity of human skin explants
exposed to y-radiation. Catalase, glutathione peroxidase
and superoxide dismutase activities were measured on
skin extracts 24 h after exposure to different doses of
irradiation (5, 10 and 20 Gy). Enzymatic activities are
expressed as percent of units per milligram of proteins.
Data are expressed as the mean+S.EM., n=3
(xp < 0.05, **xp < 0.001 compared to control). (c) Apop-
totic cells detection on human skin explants, 24 h after -
exposure (A, control; B, 5 Gy; C, 10 Gy; D, 20 Gy). Cryo-
preserved sections were cut and immunostained accord-
ing to TUNEL method. Apoptotic keratinocytes number in
epidermis of explants are expressed as percent versus
control. Data represent the mean values +S.E.M., n=3
(**%p < 0.001 compared to control).
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Figure 1. (Continued).

After a 10 Gy-irradiation, activity of catalase
significantly decreased compared to the control
(26.01 + 1.98% decrease (p < 0.001)).

Activities of these three enzymes were lower in
20 Gy-irradiated explants versus control skin
explants, especially for SOD (62.94 + 3.66% decrease
(p < 0.001)).

A dose-dependent increase in apoptotic kerati-
nocytes was observed 24 h after exposure of skin
explants to 5 and 10 Gy as shown in pictures A, B, C,
D (Fig. 1c). Apoptotic epidermis cells count 24 h
after 5, 10 and 20 Gy-radiation compared to control
showed increases of 48.6 +1.34% (p < 0.001),
59.53 £ 1.55% (p < 0.001) and 61.29 4+2.33%
(p < 0.001), respectively.

3.2. Skin gene arrays analysis

The intensity of the arrays from normal skin was
averaged and compared with the intensity of 20 Gy-
irradiated skin, 24 h after exposure to y-rays. The
differentially expressed genes are listed in Table 1.

3.2.1. Redox and apoptosis modulation

The expression of 588 genes is significant compared
to the expression of 1176 genes in human skin 24 h
post-radiation, 14 genes involved in redox status
and 12 genes implicated in cell apoptosis modula-
tion were found to be specifically modulated in
20 Gy-irradiated skin. The expression of genes clas-
sically involved in the control of the cellular redox
status including thioredoxin reductase (x4.9) and

thioredoxine peroxidase 2 (x2.2) were up-regulated
in the irradiated skin in comparison with normal
skin, whereas glutathione reductase (/6.8), glu-
tathiones S-transferase M1 and 2 (/4.5 and /3.9,
respectively) and glutathione peroxidase 1 (/2.4)
expression were down-regulated. Apoptosis genes
response in the irradiated skin was also character-
ized by a down-regulation in the expression of genes
implicated in the anti-apoptotic pathway. Pro-apop-
totic genes encoding for caspase 2 ripK1 adaptator
with dead domain CRADD (/4.8) and caspase-2 (/
4.3), TNF (/3.7) were down-regulated in irradiated
skin, whereas caspase 10 (x4.4) and ubiquitin C (x2)
expressions were up-regulated. Concerning the bcl-
2 genes family expression, the anti-apoptotic bcl-2
regulator and the pro-apoptotic bcl-2 antagonist/
killer 1 (BAK) expressions were both down-regulated
(/2.4 and /3.7, respectively).

3.3. Radiation sensitivity of normal
human epidermal keratinocytes and
HaCaT cells

Clonogenic survival assays (Fig. 2) allowed charac-
terisation of Dg value (37% cell viability) for both cell
lines: Dp=2.944+0.01Gy for NHEK cells and
Dy = 3.05 + 0.02 Gy for HaCaT cells (p < 0.001).

S37=0.9757 — 0.245D + 0.0138D* for NHEK cells
and S3;=1.0312 — 0.2627D + 0.0167D* for HaCaT
cells.

The slope (a/B = 17.75) of the NHEK linear-quad-
ratic model was higher than HaCaTone («/8 = 15.73).
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Table 1
ionising radiation (cDNA-arrays analysis)

Differential gene expression of cell redox status and cell apoptosis after human skin explants exposure to

Gene bank Gene name

20 Gy-irradiated skin
versus normal skin

Redox control 24 h after y-rays

X15722 Glutathione reductase /6.8
X08020 Glutathione S-transferase M1 /4.5
U77604 Microsomal glutathione S-transferase 2 /3.9
Y00433 Glutathione peroxidase 1 /2.4
X06985 Heme oxygenase 1 /2.4
L13278 NADPH quinone oxidoreductase /2.4
X51757 Heat shock 70 kD protein 6 /2.2
Y00371 Heat shock 70 kD protein 8 X2
L19185 Thioredoxine peroxidase 2 x2.2
L26318 c-jun N-terminal kinase 1 (JNK1) x2.5
X91247 Thioredoxin reductase 1 x4.9
X57346 Tyrosin 3-monooxygenase/ x16.2
tryptophan 5-monooxygenase activation protein
Cell apoptosis 24 h after y-rays
Pro-apoptotic factors
M92357 Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) /3.7
U57059 TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) /1.8
U84388 Caspase 2 & ripK1 adaptator with dead domain(CRADD) /4.8
U13021 Caspase 2, apoptosis related cysteine protease /4.3
U60519 Caspase 10, apoptosis related cysteine protease x4.4
X04366 Calpain 1 large (catalytic) subunit /2
U23765 bcl2-Antagonist/killer 1 (BAK) /3.7
M26880 Ubiquitin C X2
Anti-apoptotic factors
U45880 Inhibitor of apoptosis protein 4 (IAP4) /4.8
U18321 lonising radiation resistance-conferring /3.7
protein, death associated protein 3 (DAP3)
M14745 Apoptosis regulator bcl-2 /2.4
U45878 Inhibitor of apoptosis protein 3 (IAP3) /2

Data are expressed versus normal skin. Normal skin corresponds to three different sham-irradiated biopsies and irradiated skin
corresponds to three different biopsies exposed to 20 Gy-radiation. Results were corrected by taking into account four different
house keeping genes (phospholipase A2, glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase, ribosomal protein L13A and tyrosine 3
monooxygenase/tryptophan 5 monooxygenase activation protein). Gene expression was significantly up-regulated when the ratio
was above 2 and significantly down-regulated when the ratio was lower than 0.5.

ROS basal rate for both NHEK and HaCaT cells was
almost similar (respectively 21.04 +2.62% and
26.35 +1.18% at day 0, and 23.2+2.41% and
25.93 + 0.57% at day 1) (Fig. 3a).

The NHEK cells produced generated higher level
of ROS than HaCaT cells after y-rays exposure. ROS
production in response to v-radiation was dose-
dependent from 0 to 10 Gy for NHEK cells when
measured 30 min after exposure (30.78 + 2.06%
increase (p < 0.001) and 65.49 4+ 4.59% increase
(p < 0.001), respectively, after 5 and 10 Gy). ROS
radio-induced production returned to control value,
24 h post-radiation for NHEK cells.

A time shift was noted for the kinetics of ROS
production in HaCaT cells. A small increase in ROS
production was observed only 24 h after HaCaT cells

were exposed to radiation (21.44 + 3.15% increase
(p <0.05) and 28.83 + 3.42% increase (p < 0.05)
for 5 and 10 Gy, respectively).

Basal level of catalase activity in NHEK cells
(33.33 +£9.59 IlUmg protein~') was lower than
HaCaT cells (138.92 + 6.15 U mg protein")
(Fig. 3b). Basal level of GPx activity in NHEK and
HaCaT cells were similar (one by one,
81.57 + 10.46 IU mg protein" and
69.32 + 8.14 U mg protein™").

Dose-dependent catalase activity decrease was
noted for NHEK cells (26.16 +2.65% (p < 0.01)
decrease for 2Gy and 28.94 +2.89% (p < 0.01)
for 4 Gy) while an increase of GPx activity was
observed (133.03 +5.23% (p < 0.001) increase for
5 Gy).
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Fig. 2 Differential radiosensitivity of NHEK (solid

squares) and HaCaT cells (open squares). The surviving

fraction represents the ratio between the number of

surviving colonies 7—12 days after exposure to 0.5—

10 Gy of ~y-radiation (2 Gy min~'). Data represent the
mean values = S.E.M., n=6.

No significant differences for catalase and GPx
activities were observed in HaCaT cells after expo-
sure to y-rays.

The percentages of dead cells, i.e. necrotic and
apoptotic cells, were measured using a flow cyto-
metric DiOC¢ assay (Fig. 4). The dead cell population
slightly increased for both NHEK and HaCaT cells
24 h after y-rays exposure compared to controls.
The proportions of dead cells were only significant
for NHEK (one by one, 16.37 + 5.79% (p < 0.05) for
5 Gy and 18.49 + 6.54% (p < 0.001) for 10 Gy), and
percentages of apoptotic cells were negligible
(2.05 + 0.43% for 0Gy, 3.13+0.58 for 5Gy and
4.22 + 0.22 for 10 Gy, respectively). Both irradiated
cell types entered into a necrotic process at 1 day
after irradiation.

4. Discussion

The main result of our study is that y-rays exposure
induces an imbalance of oxidative stress response,
which participates to the apoptotic process. For this
purpose, we developed a human skin explant model
allowing cutaneous biology investigations during the
first 24 h after irradiation from 5 to 20 Gy.

An overview of a hundred of genes was shown to
be modulated from ~y-irradiated skin explants com-
pared to normal tissue samples, using our cDNA-
arrays analysis. Our results showed an original set of
genes expressed after radiation exposure including
heme oxygenase-1 and NADPH quinone oxidoreduc-
tase, in addition to a down-regulation of the classi-

cal genes controlling oxidative stress (glutathione
reductase, glutathione S-transferase M1 and 2, glu-
tathione peroxidase 1, Heat Shock Protein HSP70).
Heme oxygenase-1 is an enzyme with potent anti-
inflammatory, antioxidant, and anti-proliferative
effects in skin [19]. This factor is important for cell
survival in case of oxidative stress [20]. In addition,
studies showed that NADPH quinone oxidoreductase
is a flavoprotein that catalyses the reduction of
quinines thus protecting cells from ROS [21]. This
one is a detoxication enzyme, like glutathione S-
transferase and heme oxygenase-1, whose inducible
expressions are regulated by nrf2, a redox-respon-
sive transcriptional factor, via antioxidant response
elements (ARE) [22,23]. Our cDNA arrays analysis
was confirmed by enzymatic activities measurement
on skin explants. After a 20 Gy wy-irradiation, a
decrease in catalase, GPx and SOD activities was
observed. Similarly, a decrease in the activity of
these enzymes was observed 24 h post-20 Gy radia-
tion in a murine skin model [24]. We can speculate
that a high concentration of ROS in the explant may
induce a down-regulation of catalase, GPx and SOD
activities. In addition, enzyme inactivation, result-
ing from protein oxidation or direct protein con-
formational changes, has been demonstrated after
oxidative stress [25,26]. The decrease of SOD activ-
ity may be due either to inactivation of the enzyme
by the hydrogen peroxide formed, or to the direct
action of ionising radiation [27].

Oxidative stress is a common mediator of apop-
tosis [16,28]. We observed an imbalance between
pro- and anti-apoptotic gene expression in our cDNA
arrays analysis. The expressions of anti-apoptotic
genes such as the inhibitors of apoptosis protein 3
and 4 (IAP3, IAP4), ionising radiation resistance-
conferring protein, death associated protein 3
(DAP3) and apoptosis regulator bcl-2 were down-
regulated, 24 h after a 20 Gy-exposure of skin
explant. In contrast, pro-apoptotic genes expres-
sions of ubiquitin C and caspase 10 were up-regu-
lated. Several studies showed that keratinocyte
apoptosis response was characterized by caspase
10 gene up-regulation, a trigger of the death recep-
tor apoptotic signalling Fas- and of the tumour
necrosis factor signalling [29—31]. Changes in pro-
and anti-apoptotic genes expression were asso-
ciated with an 60% up-regulation of apoptosis. Simi-
larly, a correlation between ionising radiation-
induced ROS production and apoptosis has been
previously demonstrated in keratinocytes [18] and
in swine skin culture [11].

As a conclusion of this first set of experiments, a
direct relationship between skin radio-induced oxi-
dative stress and keratinocyte death was clearly
established ex vivo.
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Fig. 3 (a) Antioxidant enzyme activities of NHEK and HaCaT cells exposed to y-radiation. Induction of reactive oxygen
species (ROS) production after irradiation was determined by DCFH-DA fluorescence, by measuring DCFH oxidation 30 min
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*%*p < 0.001 compared to control; #

p < 0.01 compared to NHEK cells 5 Gy-irradiated, 30 min after y-exposure). (b)

Catalase and glutathione peroxidase act1v1t1es were measured on clear-cell lysates 24 h after exposure to y-rays (from 1 to
5 Gy, 1 Gy min~"). Enzymatic activities are expressed as percent of units per milligram of proteins versus control. Data are
expressed asthemean + S.E.M., n = 3 (xp < 0.05, x*p < 0.01, xx*xp < 0.001; and NS, non-significant compared to control).
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Differential radiosensitivities of keratinocytes
were investigated next, using two different radio-
sensitive cell types, namely primary keratinocytes
NHEK and spontaneous non-tumourigenic cell line
HaCaT. Our results suggested that differential radio-
sensitivity of keratinocytes was also linked to their
capacity to modulate radio-induced oxidative
stress. ROS detoxication, as measured by flow cyto-
metry, was inducible in NHEK faster than in HaCaT.
This modulation may be due to a different involve-
ment of the cellular antioxidant network. We mea-
sured the activity of two characteristic antioxidant
enzymes (catalase and GPx) after irradiation. Our
experiments suggest that these enzymes are indu-
cible more quickly (30 min) and in a more significant
manner in NHEK compared to HaCaT. This may
explain the delayed ROS production in HaCaT cells
after y-irradiation and confirm that NHEK cells are
more radiosensitive than HaCaT cells.

Unfortunately, we were unable to demonstrate
changes in apoptosis rate in both cell types. Indeed,

ionising radiation is known to induce negligible rates
of apoptosis in both primary keratinocytes and
immortalized HaCaT cell line at a dose range of 5—
10 Gy, 24 h post-irradiation; moreover, the sensitive
NHEK cells proved to be refractory to the induction of
apoptosis [28,32]. A 20% increase in necrotic and
apoptotic cells has been observed in the two cell
types of keratinocytes cultured in monolayers 24 h
after a 10 Gy exposure, but apoptotic rates have only
been about 4%, as cited by Petit-Frere et al. [32].

Nevertheless, in our study, we demonstrated for
the first time the link between differential keratino-
cyte sensitivity to y-radiation and oxidative stress,
NHEK cells being the most radiosensitive and HaCaT
cells the most radioresistant. Classically, radiosensi-
tivity is attributed to abnormal DNA repair mechan-
isms [33—35]. Following y-rays exposure, Petit-Frere
etal. [32] suggested that this delayed apoptosis imply
a cell cycle dependence and that different biological
responses of the 2 cell lines may correspond to the
ability, or lack of, to activate cell cycle points.

However, the link between radio-induced oxida-
tive stress and keratinocytes apoptosis in the explant
may not exclude the importance of the radio-induced
modification of the keratinocytes microenvironment,
i.e. extracellular matrix [10], i.e. soluble factors [36]
which are known to control cell apoptosis.

In conclusion, ionising radiation induces a decrease
in the expression of antioxidant enzymes as catalase,
GPx and SOD in an explant model, associated with
keratinocyte cell death by apoptosis. We speculate
that keratinocyte apoptosis is partly dependent on
ROS production. In addition, we demonstrated that
radiosensitivity of keratinocytes is linked to their
oxidative response after v-irradiation.
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Discussion Parties | & 1l

L'épiderme est un tissu cible majeur des rayonnements ionisants (RI) et rayons ultra-violets
B (UVB) en raison de sa localisation anatomique superficielle. Son fort taux de
renouvellement cellulaire sensibilise ce tissu a ces rayonnements. Il est clairement établi
dans la littérature que les Rl et les UV sont responsables de la production d’ERO dans le
tissu cutané. Ces ERO sont capables de moduler I'expression de génes pendant la
croissance et I'activation cellulaires tels que NFOB et AP-1 (Valko et al, 2006 ; Remacle et
al, 1995). Le stress oxydatif peut étre induit soit par l'irradiation elle-méme, soit généré au
cours des processus inflammatoires chroniques. Ces phénomeénes conduisent & I'apparition
de la nécrose dans le cas des RI (Denham and Hauer-Jensen, 2002) tandis qu’ils
provoquent des dommages photooxydatifs ou la photocarcinogenese apres UVB (Sander et
al, 2004 ; Darr and Fridovich, 1994). Le réle du stress oxydatif semble étre prépondérant
dans l'atteinte tissulaire au niveau de nombreux organes (Robbins and Zhao, 2004) mais il
reste cependant peu décrit au niveau de la peau irradiée aux Rl a fortes doses,

contrairement aux UVB.

Nous avons démontré que le profil des ERO générées apres irradiation Rl et UVB est

différent en terme de quantité et de qualité dans la peau comme décrit dans la littérature.

Les effets biologiques de l'irradiation aux Rl résultent pour une large part de la production
d’espéces radicalaires par la radiolyse de I'eau (Bensasson et al, 1993). Le radical °OH ou
°H formés vont se transformer en ERO plus stables et réactives en présence d’'oxygéne,
telles que O,° et HO,°, ainsi que H; et H,O,. Les cellules générent aussi NO° dans les
mitochondries au cours des mécanismes précoces de signalisation radio-induits (Mikkelsen
and Wardman, 2003).

L’absorption des UVB par un chromophore endogene, au cours du processus de
photosensibilisation, se traduit par la production d’ERO tels que '0,, 0,°, H,0, et °OH trés
réactif. La production de NO° par les kératinocytes résultant de I'induction de NO-synthases

par les UVB va contribuer a I'érytheme (Deliconstantinos et al, 1995).

L’homéostasie tissulaire dépend de I'équilibre entre la quantité d’ERO produits et la capacité
de détoxification des systemes anti-oxydants. Un stress oxydatif est induit si la quantité
d’ERO générée par ces deux types de rayonnements dépasse la capacité anti-oxydante de
la peau. Dans la peau humaine, les produits du « systéme du glutathion » sont localisés

principalement dans le derme, particuliérement dans les fibroblastes, mais aussi dans
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I'épiderme en quantité plus faible, contrairement aux produits de la thioredoxine réductase
(en grande quantité dans I'épiderme) (Pugliese, 1998). Dans I'épiderme humain, de faibles
taux de SOD ont été décrits (Pugliese, 1998). Sander et al ont montré que la catalase et la
SOD sont les enzymes anti-oxydantes majeures dans I'épiderme humain (Sander et al,
2002). La catalase détoxifie H,O, dans les peroxysomes des cellules (Shindo et al, 1994 ;
Rhie et al, 2001). Dans la peau de souris, la catalase, la GPx et la GR sont présentes en
guantités plus importantes dans I'épiderme que dans le derme : 49%, 86%, et 74%
respectivement, contrairement au glutathion oxydé et a la SOD principalement localisés dans
le derme. Les anti-oxydants lipophiles et hydrophiles sont également plus nombreux dans

I'épiderme que dans le derme : 24% et 95% respectivement (Shindo et al, 1993).

L'irradiation aux RI ou UVB de la peau peut provoquer une modulation de I'induction de ses
enzymes de défenses anti-oxydantes. Pour aborder cette question, nous avons opté pour
une approche large spectre en utilisant la technique des macro-arrays. Elle nous a permis
d’analyser et de comparer un panel de genes spécifiquement impliqués d’'une part dans le

contrdle de I'état redox de la peau, et d’autre part dans le processus apoptotique.

Dans notre étude, nous avons tout d’abord observé la modulation de I'expression de
différents genes du stress oxydatif par analyse des macro-arrays réalisés sur des explants
de peau humaine irradiés aux Rl ou non. Parmi les génes dont I'expression est diminuée
apres exposition aux RI, nous avons pu mettre en évidence I'héme oxygénase 1, la NADPH
quinone oxydoréductase et la glutathion S-transférase. Elles sont toutes trois des enzymes
de détoxification dont I'expression est régulée par nrf2, un facteur transcriptionnel dirigé par
les « antioxydant response elements » (ARE) (Braun et al, 2002 ; Kobayashi et al, 2005).
L’heme oxygenase 1 est une enzyme caractérisée par ses propriétés anti-oxydantes, anti-
inflammatoires et anti-prolifératives dans la peau (Pi et al, 2003). Elle est importante pour la
survie cellulaire en cas de stress oxydatif (Allanson and Reeve, 2004). La NADPH quinone
oxydoréductase est une flavoprotéine qui catalyse la réduction des quinines et donc protége
les cellules des ERO (Clairmont et al, 1999). La diminution de I'expression de ces génes a
pu étre confirmée par la réduction des activités enzymatiques de la catalase, de la GPx et de
la SOD dans les mémes conditions expérimentales (24 heures aprés irradiation de 20 Gy).
Une telle diminution de I'activité des enzymes anti-oxydantes a été également décrite dans
un modéle murin (Chandra Jagetia et al, 2003). De plus, I'expression du géne de la GPx a
été montrée récemment comme diminuée de 3h a 48 heures aprés exposition a une faible
dose de Rl de 1 cGy, aprés analyse de macro-arrays (Franco et al, 2005). Cette diminution
s’expliquerait selon ces auteurs par I'inactivation de ces enzymes résultant d’'une forte

production d’ERO localement au niveau de ces protéines. L’oxydation et/ou les changements
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de conformation induiraient une perte d’'activité de ces enzymes (Sander et al, 2002 ; Davies,
2000).

Concernant I'étude de la capacité des UVB a induire les systemes de défenses anti-
oxydantes, nous avons observé une diminution des activités de la catalase et de la GPx
dans l'explant de peau humaine, en accord avec les résultats obtenus dans la peau de
souris (Shindo et al, 1994, Shindo et al, 1993). L'activité importante de SOD que nous avons
obtenu des la dose de 0,2 J/cm? dans la peau humaine est en accord avec lI'augmentation
immédiate de son activité relatée apres exposition des kératinocytes humains aux UVB
(Sasaki et al, 1997). Sasaki et al ont décrit que cette augmentation de I'activité de la SOD est
suivie d'un retour a la normale progressif 24h post-irradiation. L'activité de la Mn-SOD
diminue contrairement a celle de la Cu-Zn SOD qui augmente immédiatement, elles
reviennent a leur taux basal 24h post-irradiation. Aprés exposition UVB, la Cu-Zn participe
au mécanisme de défense précoce, tandis que la Mn-SOD agit tardivement (Sasaki et al,
1997). Nous supposons que ce délai d'induction de la Mn-SOD pourrait s’expliquer par sa
localisation mitochondriale, la Cu-Zn SOD étant cytoplasmique.

Nous avons ensuite observé les activités des enzymes anti-oxydantes dans les kératinocytes
humains. L’'augmentation de I'activité de la catalase que nous avons montré dans les
kératinocytes a été décrite recemment : elle inhibe la production de H,O, dose-dépendante
induite par les UVB (Wang and Kochevar, 2005 ; Pelle et al, 2003). De plus, un nouveau role
de la catalase a été prouve par Heck et al aprés exposition aux UVB. En effet, son
expression, dépendante de I'état redox intracellulaire, peut avoir vis-a-vis du kératinocyte soit
un effet protecteur par ses fonctions anti-oxydantes soit cytotoxique. L'effet cytotoxique de la
catalase s’expliquerait par I'énergie générée par les UVB, absorbée par I'enzyme et
convertie en intermédiaires chimiques trés réactifs (Heck et al, 2003), entrainant des
dommages a I’ADN et contribuant au développement de cancers cutanés. Enfin,
I'observation de la diminution de 'activité de la GPx est en accord avec une étude de cette
enzyme sur les kératinocytes transformés avec SV40 (cellules SVHK) (Takahashi et al,
2004).

L'ensemble de nos travaux ont montré que la peau possede une capacité différente et
modulable d’éliminer les ERO produites en fonction du stress. Elle active de facon

différentielle ses systémes de défenses anti-oxydantes aprés exposition aux Rl et aux UVB.

Le stress oxydatif est reconnu comme étant un médiateur de I'apoptose (Buttke and
Sandstrom, 1994 ; Morel and Barouki, 1999). Les ERO sont décrits comme des seconds

messagers pouvant interférer avec les canaux calcium Ca2" de la mitochondrie afin de
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réguler la prolifération et la différenciation des kératinocytes, ainsi que leur apoptose
(Chinopoulos and Adam-Vizi, 2006 ; Sauer et al, 2001 ; Goldman et al, 1997).

Nous nous sommes intéressés a la corrélation entre le stress oxydatif induit par I'exposition
aux RI et UVB, et I'apoptose des kératinocytes de peau humaine. Nos résultats des macro-
arrays sur la peau irradiée aux Rl ont montré non seulement une modulation des genes du
stress oxydatif, mais aussi un déséquilibre entre la régulation des genes pro- et anti-
apoptotiques par rapport au contréle. De plus, le marquage TUNEL a permis d’observer une
importante augmentation du nombre de kératinocytes apoptotiqgues dans I'explant de peau
humaine aprés irradiation aux RI. Ceci confirme I'hypothése selon laquelle l'induction du
stress oxydatif aprés RI induirait 'apoptose des kératinocytes. Nous avons observé une
augmentation de I'expression du géne de la caspase-10, ce géne étant décrit comme initiant
les voies de signalisation apoptotiques Fas et TNF dans les kératinocytes (Wang et al,
2001 ; Marconi et al, 2004 ; Wang et al, 2004). Un lien a été mis en évidence entre la
production de ERO induite par les Rl et I'apoptose dans des kératinocytes (Lyng et al, 2001)
et chez le porc (Archambeau et al, 1995).

Aprés exposition aux UVB, nous avons montré qu’une modulation des activités des enzymes
anti-oxydantes a été mesurée dans I'explant parallelement a une forte augmentation des
« Sun Burn Cells » ou kératinocytes apoptotiques. Nos résultats ont révélé une tendance a la
diminution de la GPx, contrairement aux observations de Mu et al qui ont démontré qu’une
forte activité de la GPx protége les kératinocytes exposés aux UVB de I'apoptose (Mu et al,
2003). Nous avons également observé une diminution de I'activité de la catalase et une forte
augmentation de celle de la SOD. L’induction de l'apoptose des kératinocytes aprés
exposition aux UVB est aussi la conséquence d’une production excessive de ERO
(Takahashi et al, 2004 ; Mu et al, 2003) et de maniére générale entraine I'arrét de croissance
et la mort cellulaire par nécrose ou apoptose (Valko et al, 2006).

Nous avons pu établir un lien entre la modulation différentielle des défenses anti-oxydantes

et la réponse apoptotique des kératinocytes en fonction du stress (Rl et UVB).

Nous nous sommes alors intéressés a l'influence de la réponse oxydative cutanée radio-
induite sur la radiosensibilité de deux types de kératinocytes, les NHEK et les HaCaT. Nous
avons choisi ces deux types de kératinocytes car ils réagissent différemment a I'apoptose
suite a une exposition aux UVB. En effet, il a été décrit que la protection contre I'apoptose
des NHEK induite par I'exposition UVB dépend de la stabilisation du géne P53 et de sa
localisation cytoplasmique, médiée par I'activation de P38 « mitogen-activated protein
kinase » (MAPK). Au contraire, pour les HaCaT qui expriment une forme mutée du géne P53

apres exposition UVB sur 2 alléles (une sur le codon 179 et I'autre sur les codons 281 et
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282) (Lehman et al, 1993), P53 reste confinée dans le noyau et la survie cellulaire des
HaCaT n’est pas affectée par I'inhibition de P38 (Chouinard et al, 2002).

Dans notre étude, nous avons montré que I'activité de la GPx est trés importante et induite
de facon précoce pour les cellules NHEK apres irradiation Rl par rapport aux HaCaT,
cependant leur taux basal d’activité GPx est similaire. Les expressions différentes de la
catalase et de la GPx nous ont permis de démontrer que les NHEK sont plus radiosensibles
gue les HaCaT, en plus des données du test de clonogénicité. Tulard et al ont montré que la
radiosensibilité des cellules SW620 et SW620IR1 est liee a leur capacité a géerer I'induction
des ERO radio-induites via I'action de détoxification par les enzymes anti-oxydantes, en
particulier la GPx (Tulard et al, 2003). La corrélation entre I'activité basale de la GPx et la
radiorésistance a été montrée dans plusieurs lignées cellulaires suggérant un réle protecteur
de la GPx contre les RI (Bravard et al, 2002 ; Marklund et al, 1984). En revanche, ce réle de
la GPx reste controversé. La surexpression de la GPx a été montrée comme ayant un effet
protecteur contre les Rl dans certaines cellules CHO (Sun et al, 1998) mais pas dans les
cellules MCF7 (Liebmann et al, 1995) ni dans les fibroblastes sup-T1 et les cellules CHO
AA8 (Mansur et al, 2001). Durant le processus de cicatrisation de la peau, l‘activité de la
GPx induite par le relargage de KGF protégerait les kératinocytes contre un fort stress
oxydatif, particulierement pendant la phase inflammatoire (Munz et al, 1997). La
surexpression de la Mn-SOD a également été montrée comme étant protectrice contre les Rl
dans les cellules en culture et comme réduisant la cancérogenése radio-induite (Motoori et
al, 2001 ; Sun et al, 1998 ; Suresh et al, 1994 ; St Clair et al, 1992). La radiorésistance des
cellules a aussi été caractérisée par une activation forte et coordonnée des enzymes anti-
oxydantes en plus d'un arrét G2/M retardé dans le cycle cellulaire dans une lignée humaine

de glioblastomes (Lee et al, 2004).

Les résultats obtenus ont suggéré premierement que les ERO jouent un réle important dans
la réponse cellulaire aux RI et que la capacité des kératinocytes a geérer le stress oxydatif

radio-induit pouvait contrdler leur radiosensibilité.

Nous avons pu vérifier par des tests de clonogénicité que les NHEK sont plus sensibles a
I'exposition RI et UVB que les HaCaT. Nous pouvons suggérer que les effets de ces deux
types de rayonnements sur la survie des kératinocytes sont comparables. En effet, pour une
survie de 37% des NHEK, une irradiation aux Rl de 2,9 Gy pourrait étre corrélée a une
exposition aux UVB de 0,012 J/cm2, Cette corrélation peut étre faite pour les HaCaT, pour
les doses de 3,2 Gy et 0,015 J/cm2. Ceci confirme les travaux préliminaires de Petit-Frere et
al sur I'étude comparative de I'effet des Rl et UVB sur la fraction survivante de ces 2 types

cellulaires (Petit-Frere et al, 2000).
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Les rayons gamma ou UVB sont connus pour interagir soit directement avec I’'ADN nucléaire
soit pour provoquer la formation de radicaux °OH, ce qui entraine alors des dommages
supplémentaires a I’ADN (Prithivirajsingh et al, 2004). Aprés exposition aux RlI, le stress
oxydatif est persistant dans les mitochondries et le cytoplasme, entrainant des niveaux
élevés de dommages génétiques, jusqu’a ce que les cellules induisent leurs défenses anti-
oxydantes tardivement. Le niveau d’ERO est alors normalisé et la reprise de la prolifération
cellulaire avec un fort taux d’aberrations chromosomiques reprend (Tulard et al, 2003). Le
stress oxydatif entraine des mutations et des délétions de ’ADN mitochondrial qui résultent
en la désintégration de la chaine respiratoire suivie d’'un pic de production d’ERO (Yoneda et
al, 1995).

Il a été montré que les mécanismes de réparation de I'’ADN se mettent rapidement en place
en réponse a ces dommages et que I'intégrité de ces mécanismes influence la
radiosensibilité cellulaire (Kiltie et al, 1999 ; Chenal et al, 2000).

Un lien a été établi entre la radiosensibilité cellulaire et la sensibilité aux dommages a I'’ADN
mitochondrial radio-induite (Kubota et al, 1997). Au contraire, Prithivirajsingh et al ont montré
gue les Rl induisent une augmentation des délétions dans I'’ADN mitochondrial qui est dose
indépendante et sans corrélation avec la radiosensibilité des cellules (Prithivirajsingh et al,
2004). Par ailleurs, les cassures double-brins de 'ADN nucléaire radio-induites et I'efficacité
des systémes de réparation de 'ADN se sont révélés de modestes marqueurs de la

radiosensibilité de cellules cancéreuses de poumon (Hellman et al, 2005).

L’hypersensibilité des cellules humaines aux Rl a été décrite comme basée sur les
parametres de survie cellulaire et de cassures chromosomiques. Afin de mieux comprendre
le lien entre radiosensibilité cellulaire et clinique, des cas de jeunes patients ayant une
radiosensibilité aigué pendant une radiothérapie ont été recensés (Rogers et al, 2000). Deux
syndromes ont permis d’étudier ce lien : 'ataxia-telangiectasia (A-T) et xeroderma
pigmentosum (XP). L’A-T est caractérisé par un niveau de radiosensibilité clinique
dramatiquement élevé couplé a une hypersensibilité cellulaire. L'étude de la radiobiologie
des cellules A-T a montré un défaut de réparation premiérement des dommages
potentiellement Iétaux (Debenham et al, 1987) et deuxiemement des cassures double-brins
de 'ADN (Foray et al, 1997). La protéine ATM pourrait &tre impliqguée dans la transduction du
signal cellulaire, dans la réponse aux dommages a I'’ADN et le contrble du cycle cellulaire. Le
syndrome XP est caractérisé par une sensibilité anormale a la lumiére du soleil et un
probléme de réparation de I'ADN dans les cellules exposées aux UV. La radiosensibilité
cellulaire a été mise en évidence apres des radiations gamma et UV dans une des souches
XP (XP3BR) (Arlett et al, 1980).
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Objectifs Partie Il

La cicatrisation cutanée est un processus physiologique coordonné dans lequel la phase de
réépithélialisation est une étape cruciale. Cette derniére met en jeu la migration et la
prolifération des kératinocytes dans le but de recouvrir le derme au niveau du tissu lésé.
Dans une situation physiologique normale, les kératinocytes proliferent dans la couche
basale et se différencient dans les couches suprabasales de I'épiderme.

Aprés lésion tissulaire, les kératinocytes répondent rapidement en s’activant : ils acquiérent
un phénotype pro-inflammatoire, hyperprolifératif et migratoire (Coulombe, 1997 ; Freedberg
et al, 2001) décrit précédemment (Généralités, Chapitre Ill. § Il.). Cette réponse des

kératinocytes va permettre de reconstituer un nouvel épiderme.

Aprés exposition de la peau aux Rl a des doses comprises entre 10 a 20 Gy, il a été montré
gu’'une desquamation seche peut apparaitre dans les jours qui suivent, caractérisée par une
dégénérescence des kératinocytes au niveau de I'épiderme conduisant a son amincissement
et a l'aplatissement des papilles dermiques. A ces doses, dans un modele murin, les
kératinocytes présentent une capacité de régénération suffisamment importante pour
compenser la perte cellulaire due a l'irradiation (Shirazi et al, 1995 ; Trott et al, 1999). Aprées
une exposition de 20 Gy, on estime qu’il ne reste qu'une seule cellule par cm2. La
réépithélialisation est encore possible (Daburon, 1997). Pour des doses supérieures a 20
Gy, il a été montré que la desquamation humide peut apparaitre en 3 a 4 semaines et
correspond a une perte suffisante de cellules de la couche basale de I'épiderme pour
conduire a la rupture de la barriere épidermique et a I'exsudation du sérum.

Il a été montré plus récemment que l'organisation des kératines des cellules épidermiques
irradiées est fortement perturbée. En effet, une augmentation de I'expression des kératines
K6 et K16 couplée a une anomalie de la prolifération et de la différenciation des
kératinocytes sont observées, causant une hyperplasie de I'épiderme (Sivan et al, 2002). Les
mécanismes impliqués dans le processus de réépithélialisation aprés RI restent cependant

trés peu décrits dans la littérature.

Nous nous sommes alors intéressés (i) aux conséquences de l'irradiation sur I'activation des
kératinocytes au cours de la réépithélialisation ; (i) au bénéfice d'un traitement par une
molécule pharmacologique (GGA) sur cette activation ; (iii) au mode d’action du GGA durant

Ceé processus.
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Partie Ill : Mode d’action du GGA. Etude de son effet sur la

phase de réépithélialisation cutanée

l. Introduction

Dans cette introduction, nous proposons notre plan d’étude du mode d’action du GGA par

différentes voies : la voie apoptotique (« Heat shock proteins » Hsp70, caspase-3) et les
voies régulant la migration cellulaire, P38 MAPK et RhoA.
Ce travail a fait I'objet d’'un second article soumis dans le Journal of Investigative

Dermatology.

Il. Etude du mode d’action du GGA sur les kératinocytes au cours

de la réépithélialisation

Le GGA est un composé polyisoprénoide acyclique utilisé en cliniqgue au Japon en traitement
oral préventif et curatif de l'ulcére gastrique (Murakami et al, 1981). Nous avons montré son
pouvoir anti-oxydant et anti-apoptotique aprés UVB (Chapitre 1l § II. et Annexe 2). Nous nous

sommes intéressés a démontrer son effet anti-apoptotique aprés RI.

Suite a une lésion cutanée, la capacité des kératinocytes a reepithélialiser la zone abimée

dépend en partie de leur survie et de leur migration cellulaires.

Nous avons choisi de caractériser le mode d'action du GGA par différentes voies de

signalisation. Notre but a été d'évaluer son effet sur la réépithélialisation cutanée, tout

d’abord dans un contexte physiologigue et ensuite dans un contexte d'irradiation RI, a

différents niveaux: la survie des kératinocytes par étude de la voie apoptotique (Hsp70,

caspase-3) et leur migration par étude des voies P38 MAPK et RhoA (Figure 47).

La synthése de la bibliographie permet a ce jour d’expliquer I'efficacité thérapeutique du
GGA par son effet anti-apoptotique cellulaire reconnu dans des organes tels que
'estomac (muqueuse gastrique), l'intestin, le foie (hépatocytes), le cceur et le cerveau
(neurones) (Mikuriya et al, 2005; Masuda et al, 2003; Fujiki et al, 2003; Hirota et al, 2000;
Ishii et al, 2003; Oda et al, 2002; Kikuchi et al, 2002; Ooie et al, 2001; Tsuruma et al, 2000).
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L'effet anti-apoptotique du GGA est du en partie a:

- linduction des Hsp, en particulier Hsp70, dans de nombreux organes (cités ci-dessus)

- linhibition de l'activation de la caspase-3 dans des hépatocytes de rat en culture
(Ikeyama et al, 2001)
Le GGA a été démontré comme agissant sur l'apoptose principalement des cellules

gastriques et hépatiques, mais n’a jamais été décrit comme induisant la migration cellulaire.

Nous avons émis I'hypothése qu’il favorise la migration des kératinocytes pendant le

processus de réépithélialisation.

2 \2
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Figure 47 : Le mode d’action du GGA

Le mode d’action du GGA n’a jamais été mis en évidence dans la peau. Le GGA est décrit

comme favorisant la survie cellulaire : il est décrit comme ayant un effet anti-apoptotique
sur les cellules de nombreux organes. Il active directement le facteur de transcription « Heat
Shock Factor-1 » (HSF-1) ce qui induit I'expression des ARNm Hsp70 et 'accumulation des
protéines Hsp70 dans les cellules. Enfin, il inhibe I'activité de la caspase-3 dans les
hépatocytes de rat. Son effet sur la migration cellulaire reste inconnu. Notre hypothése est
gu'’il activerait directement les voies P38 MAPK et Rho en induisant les protéines P38 et
RhoA. Le GGA, en compétition avec le geranylgeranylpyrophosphate (GGPP), activerait les
GTPases en induisant I'isoprénylation de RhoA, et ainsi son ancrage a la membrane
plasmigque nécessaire a son activation. En effet, I'isoprénylation est une modification post-
traductionnelle essentielle pour la localisation membranaire et I'activité biologique des

protéines.
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lll. Modéle expérimental

Afin de d’évaluer le potentiel de migration et d’activation des kératinocytes apres irradiation
et de caractériser 'effet bénéfique du GGA sur la réépithélialisation cutanée radio-induite,
nous avons défini un protocole expérimental sur un modéle original et simple.

Nous avons mis au point un modele cicatriciel de kératinocytes in vitro (Figure 48).

< - > <« — - >
Traitement GGA Milieu frais

Culture NHEK
(80% de confluence)

4 arréts: lavage PBS, fixation MeOH, coloration Giemsa

Comptage cellulaire hors/dans Iésion

3 « scrapping » / coverslip

+ Irradiation Rl de 10 Gy

Figure 48 : Protocole expérimental du traitement GGA sur une culture en

monocouche de NHEK scrappées et irradiées

Sur une culture en monocouche de kératinocytes primaires NHEK confluente a 80%, nous
avons mécaniquement créé une lésion ou « scrapping » a l'aide d’'un cone d’une largeur de
0,8 mm. Trois « entailles » ont été faites sur chaque culture, ensemencée sur une lamelle en
verre ou « coverslip » déposée au fond d’un puit de plaques 6-puits.

Ces cultures ont été immédiatement irradiées aux RI, aprés « scrapping », a la dose de 10
Gy (1 Gy.min™).

Aprés irradiation, le milieu KGM-2 a été remplacé par du milieu frais pour les échantillons

contrbles irradiés ou non, et par la solution de GGA a 1 uM pour les échantillons traités au
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GGA irradiés ou non. La solution de GGA préparée est soluble & 6% dans de I'éthanol, et
peut étre diluée ensuite dans du KGM-2 pour une concentration finale de 1 uM.

Les cultures en monocouche sont traitées pendant 24 heures aprés « scrapping » et
irradiation, avec le KGM-2 ou la solution de GGA. Le milieu est alors remplacé par du KGM-2

pour tous les échantillons a partir de J1 jusqu’a J4 post-irradiation.

A chaque arrét, les cultures sont lavées au PBS, fixées dans du méthanol et colorées dans
du Giemsa. L'index de migration et la densité cellulaire sont alors calculés par observation et
comptage cellulaire de 9 champs de vision (aire de 1 mm?2) par lamelle, sur 3 lamelles par
condition.

Afin d’intégrer la mort cellulaire radio-induite dans nos comptages, I'index de migration a été
défini comme le ratio de la densité des cellules migrant au centre de la zone Iésée versus la

densité de cellules vivantes dans la partie non « scrappée ».
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Abstract

During human cutaneous wound healing, reepithelialization is characterized by the lateral
migration and proliferation of keratinocytes at the wound edge to resurface the injured area.
The aim of our study is to delineate the effect of ionising radiation (IR) delivered immediately
after mechanical injury on keratinocytes activation, and the beneficial effects of a
pharmacological treatment with geranylgeranylacetone (GGA) on wound reepithelialization in
non-irradiated conditions and after IR. We demonstrated that after IR, activated keratinocytes
NHEK express K6, release pro-inflammatory cytokines and proliferate, without modification
of their differentiation. Treatment of NHEK with GGA has a beneficial effect on their radio-
induced activation by increasing IL-1 release, their migration in scrapped area and their
survival. This work underscores for the first time that, in non-irradiated conditions, GGA has
anti-apoptotic ability by inducing Hsp70 — caspase-3 pathway, and migratory properties by
activating P38 MAPK and RhoA pathways on NHEK. Moreover, after IR, Hsp70, P38 MAPK
and RhoA pathways are not involved by GGA but caspase-3 pathway is induced. This work
thus contributes to evaluate the beneficial effect of GGA pharmacological treatment on

reepithelialization and its mechanism of action on wound healing.
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Introduction

Skin wound healing represents a dynamic and well-ordered biological process. During
cutaneous wound repair, reepithelialization is characterized by the lateral migration and
proliferation of human keratinocytes at the wound edge to resurface the injured area.
Keratinocytes were previously in a quiescent stationary state (Henry et al, 2003), they stop
differentiating and become in an "activated state” to cover the wounded tissue and restore
the functional integrity of the skin. They start migrating by acquisition of the ability to move
over provisional extracellular matrix molecules, in part resulting from the synergistic action of
the matrix metalloproteinase (MMP-1) and plasmin both up-regulated by epidermal growth
factor (EGF) (Ronfard and Barrandon, 2001).

The keratinocytes’ cycle of activation was described by Freedberg et al (Freedberg et al,
2001). The first signal is the release of interleukin-1 (IL-1) that activates keratinocytes turning
into hyperproliferative cells that respond to growth factors and cytokines released (Kupper,
1990). Keratinocytes also produce cell surface markers like intercellular adhesion molecule 1
(ICAM-1) and express a specific set of keratin proteins distinct from the keratins in the
healthy epidermis. However, in suprabasal keratinocytes of activated epidermis, the
expression of keratins K1 and K10 by differentiating keratinocytes is suppressed and
replaced by K6 and K16 (Coulombe, 1997; Tomic-Canic et al, 1998). They synthesize
additional signalling growth factors and cytokines including IL-3, IL-6, IL-8, transforming
growth factor alpha (TGF-a) and granulocyte/macrophage colony stimulating factors.
However, when dermis is repaired, a "de-activation” signal expressed by transforming growth

factor beta (TGF-B) reverts keratinocytes to the normal differentiation pathway.

Geranylgeranylacetone GGA, an acyclic polyisoprenoid, is clinically used in Japan as an oral
anti-ulcer drug protecting gastric mucosa damage. GGA was reported to have a protective
anti-apoptotic effect due to an up-regulation of heat shock proteins, principally Hsp70 in

several organs including gastric mucosa, liver and brain (Mikuriya et al, 2005; Masuda et al,
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2003; Fujiki et al, 2003; Hirota et al, 2000; Ishii et al, 2003; Oda et al, 2002; Kikuchi et al,
2002; Ooie et al, 2001; Tsuruma et al, 2000). Furthermore, Hsp70 conferred significant
protection against apoptosis downstream of cytochrome c release and upstream of caspase-
3 activation (Li et al, 2000).

P38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) and Rho family GTPases pathways participate
and govern the keratinocyte reepithelialization at wound sites.

Wounding activates P38 MAPK that regulates keratinocyte migration (Harper et al, 2005;
Jaakola et al, 1998) while ERK1/2 activation induces proliferation (Sharma et al, 2003).

The Rho family proteins are central regulators of cell protusions and polarity, they regulate
distinct actin cytosqueleton changes required for adhesion and migration of epithelial cells
required for wound healing (Ehrenreiter et al, 2005; Desai et al, 2004). For instance, the
balance between proliferation and differentiation in human keratinocytes has been related to
the activity of the GTP-binding protein RhoA, through its signal mediators ROCK (Santoro et
al, 2005).

For the first time, we tested GGA efficiency to accelerate human Kkeratinocytes’
reepithelialization after injury, by studying its mechanism of action through three different
intracellular pathways: Hsp70 - caspase-3, P38 MAPK and RhoA pathways, known to control
cell survival and migration. Our experiments were also performed after ionising radiation (IR)
both to enhance an inflammatory process and to activate keratinocytes.

The aim of our study is to delineate the effect of IR delivered immediately after
mechanical injury on keratinocyte activation, and the beneficial effects of a pharmacological
treatment with GGA on wound reepithelialization. This in vitro study demonstrates first that
epidermis reepithelialization is altered after IR and second that it is stimulated after GGA
treatment. We point out a crucial role of Hsp70 and caspase-3, p38 MAPK, and RhoA

pathways in GGA beneficial effect.
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Results

GGA activates pro-inflammatory cytokines released by irradiated NHEK To check that
ionising radiation (IR) induces an inflammatory phenotype in NHEK modulating the release of
pro-inflammatory cytokines and growth factors, they were quantified in the supernatants of
keratinocytes. Data were expressed in ratios of irradiated sample versus control. Release
was increased by 7 to 8-fold for IL-1p and IL-6, and by 2 to 3-fold for TNF-a and IL-8, at day
4 after IR. Expression of ICAM-1 was induced by 8-fold at day 8 after IR. Three- and 4-fold
increases of pro-angiogenic factor VEGF and MMP-1 for matrix degradation respectively
were observed at day 4. GGA activated IL-1p secretion by 2- and 1,3-fold increases 1 and 4
days post-IR respectively compared to non-GGA treated sample. VEGF production was not

modulated by GGA treatment.

GGA accelerates irradiated NHEK migration into the wounded area To calculate cell density
values and the migration index of NHEK in the scrapped area, cell counting was done on 3
slides, on 9 fields by slide. A 10 Gy-IR reduces NHEK migratory capacity into the lesion by
3,7-fold at day 1 compared to non-irradiated control, whereas a curative treatment with GGA

accelerated the NHEK repopulating capacity by 5-fold compared to irradiated sample.

GGA do not modulate irradiated NHEK hyperproliferation Our previous data showing that
NHEK migration was stimulated by GGA were confirmed by controlling that GGA did not
induce proliferation simultaneously. Ki-67 positive NHEK counting in nine different fields of
the scrapped area, after a 10 Gy-IR, revealed a cell hyperproliferation of 70% compared to
control at day 2, with or without GGA treatment. A return to basal level of proliferation was
observed at day 4. Whatever the presence of GGA in the culture medium, NHEK proliferation

rate was not modified.

IR induces NHEK activation with or without GGA Activation of keratinocytes may be

characterized by a specific marker that is keratin 6 (K6). Relative mMRNA K6 expression was
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investigated by RT-PCR. We observed that activation was significantly enhanced in
irradiated samples at days 2 and 4 post-IR compared to control, independently of GGA

treatment showing that NHEK were activated after IR.

GGA and IR do not affect NHEK differentiation To complete our study, we evaluated the
implication of irradiated NHEK in the differentiation process with a specific marker keratin 10
(K10). The increase of K10 mRNA expression was time-dependent after scrapping but any
significant difference was measured between irradiated sample compared to control from 4

hours to 4 days after IR, whatever the treatment.

GGA improves irradiated NHEK survival We determined the keratinocytes capacity of
dividing and their viability after a dose-response of IR ranged from 0 to 10 Gy by clonogenic
survival assays. These measures showed an increase of surviving fraction for NHEK treated

with GGA compared to GGA non-treated cells.

The mechanism of action of GGA investigated during reepithelialization process To evaluate

GGA efficacity during keratinocyte activation, three important pathways were analyzed.

GGA treatment influences apoptotic pathway To identify the mechanism of action of GGA
involving the apoptotic pathway, activation of Hsp70 and caspase-3 was studied.

In non-irradiated keratinocytes treated with GGA, Hsp70 expression was significantly
increased 4 hours post-IR and returned to basal level from day 1 to day 4 (data not shown).
In 10 Gy-irradiated cells, Hsp70 expression was elevated. When irradiated-NHEK were
treated with GGA, a 1,6-fold decrease of Hsp70 expression was observed at 4 hours
compared to irradiated samples. Furthermore, any significant variation was examined from

day 1 to day 4 (data not shown).
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Four hours after IR, GGA treatment induces a decrease of the expression of caspase-3
pro-active form, overlapping with the absence of caspase-3 active form expression for each
condition. Caspase-3 expression was determined as from day 1 post-IR, with increases of
2,5-fold and 4,5 fold respectively for day 1 and 2. GGA tended to reduce caspase-3

expression with significative difference at day 2 by 2-fold and stability at day 4 after IR.

GGA treatment induces P38 MAP kinase pathway The mechanism of action of GGA
involving the P38 MAPK pathway through activation of P38 was investigated. Irradiated cells
were pre-treated with a P38 MAPK inhibitor (LY333351) in presence of GGA or not.

Any significant change of P38 expression was observed in NHEK 4 hours after exposure to
IR.

In non-irradiated keratinocytes, LY333351 attenuated P38 expression at day 1 and day 4
compared to control. Moreover, it was restored when NHEK were treated with LY333351 and
GGA simultaneously.

A 10 Gy-IR did not modulate P38 expression at day 1 and 4. Furthermore, treatment of
NHEK exposed to IR with LY333351, mixed with GGA or not, gave rise to the decrease of

P38 expression at day 1 post-IR, which tended to persist at day 4.

GGA treatment induces RhoA pathway The expression of RhoA was determined by western
blot. Cytosolic and membrane fractions were separated, membrane fraction representing
activation of RhoA by its translocation from the cytosol to the plasma membrane. Data
showed that in non-irradiated NHEK at day 1, GGA tended to decrease RhoA cytosolic
expression whereas this treatment elevated by 4-fold RhoA membrane expression.
Moreover, one day after NHEK y-rays exposure, we observed that GGA treatment induced a
3 to 4-fold decrease RhoA cytosolic expression, but unfortunately did not affect RhoA
membrane expression.

Whatever the conditions, RhoA expression was not changed at day 4 in cytosolic and

membrane fractions.
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Discussion

In the present study, we demonstrated first that GGA accelerates skin
reepithelialization in non-irradiated conditions, and then, that GGA may overcome toxic
effects of ionising radiation (IR) during wound healing. For this purpose, we developed a
scratch injury model on 10Gy-irradiated NHEK monolayer.
Our experiments showed that a wound healing process is characterized by an overview of
cytokines released by NHEK as TNF-q, IL-6, IL-8 and ICAM-1 until 8 days after IR. We may
suggest that GGA did not participate to the angiogenic process after IR whereas it enhanced
keratinocytes activation by increasing IL-1B production inducing K6 expression. Thus, the
mechanism of induction of the specific marker of activation and hyperproliferation K6 by IL-1
was reported in confluent keratinocytes (Komine et al, 2001). The K6 expression and NHEK
migration revealed an activated phenotype of irradiated keratinocytes, the alteration of
differentiation process was studied by K10 mRNA expression and no difference was
observed between irradiated samples and controls, independently of GGA treatment.
Interestingly, K10 expression was reported to remain normal after IR, on the contrary of
altered K14 and involucrin expressions (Sivan et al, 2002). Indeed, we observed an increase
of keratinocyte activation at days 2 and 4 post-IR compared to control, whatever the
treatment. Activated NHEK were defined as hyperproliferative and migratory (Freedberg et
al, 2001). We showed that the migration of irradiated-NHEK in the scrapped area was
stimulated by GGA without modulation of the hyperproliferative effect. Migration in the wound
closure was described as an involvement of basal and suprabasal keratinocytes located at
the proximal wound margins, while enhanced proliferation occured more distally (Coulombe,
1997).
Our data from clonogenic assays suggested that GGA restored the survival of irradiated
NHEK after an exposure to y-rays from 0 to 10 Gy. Cell death was noted to be reduced by
GGA in a human neuroblastoma cell line (Katsuno et al, 2005). Furthermore, guinea pig

gastric mucosal cells were protected from necrosis after a pre-treatment with GGA (Tomisato
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et al, 2001) and their apoptotic DNA fragmentation caused by gastric stressors was
suppressed (Takano et al, 2002).

As the conclusion of this first set of experiments, we demonstrated that keratinocytes
acquired an activated phenotype after IR, becoming hyperproliferative and migratory to cover
the wounded area. Moreover, reepithelialization and protection against cell death were

stimulated after GGA pharmacological treatment.

Thus, we focused on GGA mechanism of action involved in the reepithelialization
process. In this aim, we analyzed GGA effect on anti-apoptotic Hsp70 and pro-apoptotic
caspase-3 expressions in non-irradiated and irradiated conditions. In the mitochondrial-
dependent apoptotic pathway, the up-regulation of Hsp70 does not inhibit cytochrome c
release, but prevents both Bax translocation and caspase-3 activation (Stankiewicz et al,
2005). Interestingly, GGA was defined as exerting anti-apoptotic actions by priming
hepatocytes for enhanced Hsp70 induction caused by hydrogen peroxide and ethanol,
coinciding with the suppression of caspase-3 like activities (lkeyama et al, 2001).

We observed that in non-irradiated conditions, 4 hours after NHEK scrapping, GGA protected
keratinocytes from apoptosis by drastically enhancing Hsp70 expression. Our analyze was in
agreement with several studies confirming that GGA was a non-toxic Hsp70 inducer in
various cells types. Pre-treatment with GGA enhanced nuclear translocation and
phosphorylation of heat shock factor 1 (HSF1) for DNA-binding, inducing Hsp70 mRNA
expression and protein accumulation was increased in cells (Rokutan, 2000 ; Kawai et al,
2000; Hirakawa et al, 1996).

Furthermore, 4 hours post-IR, Hsp70 expression was decreased in GGA-treated NHEK. In
addition, this decrease in GGA treated-NHEK was associated with a suppression of pro-
apoptotic caspase-3 active form. The diminution of pro-apoptotic caspase-3 expression by 2-
fold was observed as more elevated than anti-apoptotic Hsp70 expression by 1,6-fold. We
speculated that the low level of Hsp70 expression radio-induced may be the consequence of

a differential balance between anti-apoptotic genes and pro-apoptotic genes. Our results
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showed a decrease of anti-apoptotic Hsp70 expression in GGA-treated NHEK after IR, but
the expression of additional anti-apoptotic factors may be increased in parallel, as the
thioredoxin. Expression of thioredoxin, an endogenous-redox-acting molecule, was
enhanced after hepatocytes’ treatment with GGA by modulating gene expressions
downstream of AP-1 and NF-xB (Hirota et al, 2000). Moreover, it was reported that

thioredoxin had chaperon-like activity similar to Hsp (Mitsui et al, 1992).

Two mechanisms for keratinocyte migration have been identified as P38 MAPK and
RhoA pathways (Harper et al, 2005; Zhang et al, 2005). Both are involved in the up-
regulation of matrix metalloproteinase-9 essential in cell migration and extracellular matrix
remodelling following keratinocytes injury (Turchi et al, 2003). To our knowledge,
involvement of these two distinct pathways remains poorly documented after IR, so we were
interested in studying GGA beneficial effect after NHEK-mechanical injury, in non-irradiated
and irradiated conditions.

Firstly, our results showed for the first time that in non-irradiated conditions, GGA
restored P38 expression which was previously inhibited by LY333351, day 1 and day 4 after
scrapping. Actually, the release of pro-inflammatory cytokines (including TNF-o, IL-1f, IL-6,
IL-8 and MMP-1) activated MAPK signal transduction pathway which induced the recruitment
of leukocytes to sites of inflammation, resulting in the activation of P38 MAPK for cell
adhesion and migration (Kaminska, 2005; Herlaar and Brown, 1999). In addition, co-
expression of both constitutively activated P38 and ERK1/2, coordinating migration and
proliferation respectively, could mimic the pro-motility effects of collagen and growth factors
(Li et al, 2004; Sharma et al, 2003), P38 acting primarily during the migration phase of
reepithelialisation (Stoll et al, 2003).

After IR, we observed no activation of P38 expression after GGA treatment. We supposed
that phosphorylated form of P38 MAPK (P-P38) may be specifically induced after IR, as
noted by Choi et al (Choi et al, 2006). Indeed, this team demonstrated that after IR, any

modification of P38 protein was shown, but a P-P38 activation was observed. In addition, P-
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P38 was reported to be induced during wound healing for migration of keratinocytes (Harper
et al, 2005) and corneal epithelial cells (Sharma et al, 2003). P38 MAPK is known to be
activated by dual phosphorylation on Thrl80 and Tyrl82 by upstream activated MAPK as
MKK3, 4, and 6 (Pearson et al, 2001; Raingeaud et al, 1996).

Secondly, we demonstrated that in non-irradiated conditions, GGA had a beneficial

effect on migration after NHEK scrapping. We showed that GGA may activate RhoA by its
translocation from the cytosol to the plasma membrane. The implication of Rho protein in
wound healing and the GGA mechanism of action through Rho pathway were unknown.
Activated intracellular Rho-family GTPases and extracellular matrix were noted to be
required for the assembly of integrin adhesion complexes in 3T3 fibroblasts (Hotchin and
Hall, 1995).
In our experimental conditions, after IR, GGA did not activate RhoA despite the important
decrease of cytosolic RhoA. We shown that after IR, in our experimental conditions, GGA
loosed its beneficial effect on RhoA translocation to the membrane and its activation.
Actually, GGA may interfere deleteriously with gamma rays, and this association may affect
the mechanisms of RhoA translocation to the membrane. Nevertheless, Rho/Rho kinase
pathway was recently noted to be involved in radiation fibrosis (Bourgier et al, 2005; Haydont
et al, 2005) and described as a major determinant of cell resistance to IR by preventing cell
death (Milia et al, 2005; Ader et al, 2002).

In conclusion, this work underscores for the first time that, in non-irradiated
conditions, GGA has protective effects on keratinocytes reepithelialization during wound
healing and a beneficial action on apoptotic pathway, P38 and RhoA activation. In irradiated
conditions, our results demonstrate that GGA mechanism of action do not investigate Hsp70,

P38 and RhoA pathways, but GGA responds to IR injury by activating caspase-3 pathway.
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Materials and methods

Cell culture Normal human epidermal keratinocytes NHEK were cultured in Keratinocyte
Growth Medium KGM-2 (Clonetics, USA) changed every 48 hours. Experiments were
performed on keratinocyte cultures between passages 2 and 3. Cells were seeded at a
density of 3500 cells per cm? in Falcon six-well tissue culture plates (Becton Dickinson,
France). Subconfluent cells cultures (80% confluence) were sham-irradiated or exposed to a

y-irradiation source.

Irradiation source In all experiments, NHEK were 10 Gy-irradiated in 2 ml culture medium
with y-rays by using a **’Cs source IBL 637 (CIS Bio International, France). Dose rate was 1

Gy.min™ (except for clonogenic assays at 2 Gy.min™).

In vitro wounding assay To determine the ability of irradiated NHEK to migrate in a
wounding area and to respond to exposure with y-rays, we used a scratch injury model.
Three parallel 0.8 mm linear wounds were mechanically made per well on subconfluent
NHEK cultures. Cells were immediately irradiated and the medium replaced. Cultures were
washed with PBS, fixed in methanol and colored with Giemsa stain from 4 hours to four days
after irradiation. Migration index and cell density values represent examination of 3 slides
with nine different fields for each slide (area of each field was 1 mm2). To integrate cell death
in the evaluation of the NHEK migration post-irradiation, the quantitative analysis of the
migration index in percentage was defined as the ratio of the density of migrating cells in the
center of the scratch zone versus the density of surviving cells of unwounded region,
calculated by counting. Cell survival was measured simultaneously in the same conditions by

counting viable cells (cells excluding Trypan blue) from 4 hours to four days after irradiation.

Geranylgeranylacetone treatment The geranylgeranylacetone (GGA) solution was

prepared. GGA was diluted at 6% in ethanol and then in KGM-2 medium culture to a final
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concentration of 1 uM. We treated mechanically-injured NHEK cultures with KGM-2 medium
or GGA solution for 24 hours immediately after irradiation. Fresh medium was replaced until

four days post-radiation.

ELISA assays NHEK culture supernatants of the scratch injury model were collected from 4
hours to eight days after irradiation, and growth factors or cytokines releases were quantified
by using enzyme-linked immunoabsorbant assay (ELISA) kits according to the
manufacturer’s instructions (R&D Systems Inc., France). Data were expressed in pg.10°
cells™, by differential expressions of irradiated samples versus non-irradiated controls. Ratios
higher than 1 showed increases of cytokines and ratios lower than 1 showed decreases of
them.

Measurement of ICAM-1 expression and Ki-67 positive NHEK by flow cytometry
Trypsinized cells were fixed and permeabilized using Intrastain (Dako, France), and stained
with a monoclonal mouse anti-human CD54-FITC / ICAM-1 (IMO726, Immunotech, Beckman
Coulter, France) or/and Ki67-RPE antibodies (R0840, Dako, France) at 37°C in the dark. A
polyclonal goat anti-mouse IgG-RPE (R0480, Dako, France) was used as secondary
antibody. Flow cytometry was carried out on a FACSort flow cytometer (Becton Dickinson,

France).

Immunocytochemistry NHEK were grown on glass coverslips and fixed for 30 minutes with
0.5% paraformaldehyde. After permeabilization (PBS - 0.1% Triton X100) and saturation
(PBS - 1% BSA), cells were incubated overnight with primary antibody. The following
monoclonal mouse anti-human antibodies were used: anti-K6 (M7237, Dako, France), anti-
Ki-67 (M7240, Dako, France) and anti-K10 (M7002, Dako, France). Cells were then
incubated with a goat anti-mouse tagged with Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, InVitrogen

Life Technologies, France), rinsed and incubated in RNAse A / propidium iodide solution.
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Images were acquired with a BIO-RAD MRC 1024 laser scanning confocal microscope (BIO-

RAD, France).

RNA isolation and RT real time quantitative PCR Total RNAs were isolated from NHEK
cultures using RNeasy Mini Kit (Qiagen, France), according to the manufacturer’s
recommendations. Total RNAs quantity and integrity were checked using Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, France) and for each sample, 1 pg of total RNA was used
for RT with SuperScript Il (Invitrogen Life Technologies, France). cDNAs were synthesized
from total RNAs using random hexamers, and PCR amplification was performed by using
Tagman PCR master Mix (Applied Biosystems, USA). TagMan Gene Expression Assays
were used as follows: K6B (Hs00749101 s1, Applied Biosystems, USA), K10
(Hs00166289_m, Applied Biosystems, USA). Fluorescence data were analyzed after PCR
completion, with an ABI PRISM 7700 Sequence Detection System instrument (Applied
Biosystems, USA). Significant PCR fluorescent signals were normalized to those of the
housekeeping gene GADPH (Pre-developed Tagman Assay, Applied Biosystems, USA).

Relative mRNA quantitation was calculated using the comparative AACt method.

Survival determination by clonogenic assay Appropriate numbers of NHEK treated or not
with 1uM GGA solution were plated into six-well tissue culture plates and allowed to adhere
for 24 hours, and were shown to still be in the single cell state. After y-irradiation, the cells
were incubated for 7-12 days of colony growth. Colonies were fixed and stained in a 3%
methanol - crystal violet solution. Only colonies with more than 50 cells were counted, and

the surviving fraction was calculated and compared to the control.

Western blot analysis for apoptotic pathway (HSP70 and Caspase-3) Total proteins of
NHEK lysates were extracted and equal amounts of protein were separated by SDS-PAGE
electrophoresis before transfer onto nitrocellulose membranes. The following primary

antibodies were used: a monoclonal mouse anti-HSP70 (SPA-810, StressGen, TEBU,
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France) and a polyclonal rabbit anti-caspase3 (AAS-103, StressGen, TEBU, France).
Membranes were blotted with primary antibodies followed by incubation with either anti-rabbit
or anti-mouse antibodies HRP-conjugated (Amersham Biosciences, USA). Blots were
developed using the enhanced chemiluminescence method (Amersham Biosciences, USA)
and bands intensity was quantified. As control loading, membranes were then colored with

Ponceau Red stain and developed to check that equal quantity of proteins were deposed.

Inhibition of p38 MAP kinase and proliferation characterization A p38 MAPK-inhibitor,
LY-333351, was kindly provided by Teni Ebrahimian (INSERM U689, Paris, France). It was
added in the medium of NHEK cultures at the concentration of 10uM, for 24 hours after
irradiation, completed or not with the GGA solution. Cells proteins were extracted and
separated by western blot as described previously, using a polyclonal rabbit anti-P38 as

primary antibody (sc-728, Santa Cruz Biotechnology, TEBU, France).

Cell fractionation and RhoA characterization NHEK were pelleted by centrifugation at
27,000 x g for 30 minutes in an ultracentrifuge (Optima TM TLX equipped with a TLA-100
rotor, Beckman Coulter, France) after incubation in an ice-cold homogenization buffer of the
following composition: 3% CHAPS, 1M NaCl, 20mM Tris pH 7.4, 1mM DTT and protease
inhibitors (Sigma-Aldrich, France). The supernatants were collected as the cytosolic fractions
and pellets were resuspended, and the membrane proteins were extracted by incubation in
homogenization buffer [(1% SDS, 1mM Na Orthovanadate, 10mM Tris-HCI pH 7.4 and
protease inhibitors (Sigma-Aldrich, France)], and spun at 10,000 x g for 10 minutes at 4°C.
The supernatants were collected as the membrane fractions. The proteins of these cytosolic
and membrane fractions were separated by immunoblotting as described previously, using a
monoclonal mouse anti-RhoA as primary antibody (sc-418, Santa Cruz Biotechnology,

TEBU, France).
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Statistical analysis The significance of the different treatments was determined by ANOVA
associated with a Dunn’s or Tukey test. All data are expressed as means + the standard
error of the mean (SEM) for triplicate samples from 3 different experiments (n=3). Statistically
significant differences from controls are indicated as *p < 0.05 **p < 0.01 ***p < 0.001 and

differences from irradiated samples as #p < 0.05, ##p < 0.01 ###p < 0.001.
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Figure legends

Figure 1. lonising radiation (IR) increases pro-inflammatory response (a), pro-
angiogenic response (b) and matrix degradation (c) in NHEK cells

These growth factors and interleukins contents were determined by ELISA assays or flow
cytometry in supernatants of NHEK at 4 hours, days 1, 4 and 8 after a 10 Gy-IR. Data are
expressed by differential expressions that are ratios of irradiated samples versus non-
irradiated controls. Ratios higher than 1 show increases of interleukins, and at the contrary,
ratios lower than 1 show decreases of them. *** p<0.001 ** p<0.01 * p<0.05 irradiated

sample versus control.

Figure 2a): Keratinocyte migration

A) Representative images of NHEK migration into the wounded area (width of 8um)
mechanically-injured in a scratch injury model, 4 hours, days 1, 2 and 4 after a 10 Gy-IR. B)
Cells were counted and migration index was measured for each condition one day post-IR.
*** p<0.001 irradiated sample versus control, ### p<0.001 irradiated GGA sample and
irradiated sample versus GGA control, $$$ p<0.001 irradiated GGA sample versus irradiated
sample.

Figure 2b): Keratinocyte proliferation

A) Ki-67 positive NHEK were counted into wounded area of scratch injury model at 4 hours,
days 1, 2 and 4 after a 10Gy-IR. B) Ki-67 labelling and confocal microscopy analyses:
representative images obtained at day 2 in control and 10 Gy-irradiated samples are shown
(objective x20): Ki-67+ NHEK are colored in green and nuclei in red. *** p<0.001 irradiated
sample versus control, ### p<0.001 irradiated GGA sample versus GGA control.

Figure 2c): Keratinocyte activation

Relative K6 mRNA expressions of NHEK were investigated by real time PCR at 4 hours,
days 1, 2 and 4 after a 10Gy-IR. ** p<0.01 * p<0.05 irradiated sample versus control, NS

irradiated GGA sample versus GGA control.
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Figure 3: Keratinocyte differentiation
Relative K10 mRNA expressions of NHEK were investigated by real time PCR at 4 hours,
days 1, 2 and 4 after a 10Gy-IR. ## p<0.01 # p<0.05 irradiated GGA sample versus GGA

control, NS irradiated GGA sample versus irradiated sample.

Figure 4: Keratinocyte death
The surviving fraction represents the ratio between the number of surviving colonies 7-12
days after IR from 0.5 to 10 Gy (2 Gy.min™). *** p<0.001 ** p<0.01 * p<0.05 versus irradiated

sample.

Figure 5: Involvement of NHEK treated with GGA in the apoptotic pathway

A) GGA effect on the induction of Hsp70 expression in NHEK after IR for 4 hours. B) GGA
effect on the induction of caspase 3 pro- and active forms expressions in NHEK from 4 hours
to day 4 post-IR. ** p<0.01 GGA control versus control, ### p<0.001 ## p<0.01 irradiated
GGA sample versus GGA control, $$ p<0.01 $ p<0.05 irradiated GGA sample versus

irradiated sample.

Figure 6: Involvement of NHEK treated with GGA in the P38 MAP kinase pathway

Effect of P38 MAP kinase inhibitor LY333351 and GGA on the induction of P38 MAPK
expression in NHEK after IR from 4 hours to day 4. * p<0.05 LY control versus control, $
p<0.05 GGA+LY control versus LY control, # p<0.05 irradiated GGA+LY / irradiated LY

samples versus irradiated GGA sample.

Figure 7: Involvement of NHEK treated with GGA in the RhoA pathway

GGA effect on the induction of RhoA expression in NHEK from day 1 to day 4 post-IR.
Cytosolic (C) and membrane (M) fractions were separated before western blot migration so
that the translocation of RhoA to the membrane could be visualized as a change in the ratio

of the cytosolic to the membrane fraction. M represents activation of RhoA by its
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translocation to plasma membrane. ** p<0.01 GGA control versus control, ### p<0.001 ##
p<0.01 irradiated GGA sample versus GGA control, $$ p<0.01 irradiated GGA sample

versus irradiated sample.
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Compléments

Résultats et illustrations du kératinocyte au cours de la phase de

réepithélialisation, apreés irradiation aux RI

Dans une premiére partie, nous avons complété les résultats de I'article par une étude effet-
dose de l'expression différentielle des cytokines (ratio de I'échantillon irradié versus
contrdle), aprés exposition de 3, 5 et 10 Gy aux rayonnements ionisants (RI). Nous avons
observé I'effet des RI sur leur relargage 4 heures, J1, J4 et J8 aprés exposition.

Nous avons évalué (i) la réponse pro-inflammatoire des NHEK par dosage des TNF-O, IL-
10, IL-6, IL-8 et de l'expression du marqueur de surface ICAM-1; (ii) la réponse pro-

angiogénique par dosage du VEGF ; (iii) la dégradation matricielle par dosage de la MMP-1.

Dans une seconde partie, nous avons illustré le kératinocyte différencié, proliférant et activé
par des marquages in vitro spécifiques (marqueurs K10, Ki-67 et K6 respectivement).

Les marquages immunofluorescents ont été réalisés sur monocouche de kératinocytes
primaires NHEK 4 heures ou 4 jours aprés RI, et analysés en microscopie confocale.

Les marquages immunohistologiques de I'épiderme ont été réalisés sur des coupes de peau
humaine congelées issues du tissu cutané d’'un patient irradié 3 mois auparavant. Les doses
de RI ont été estimées par analyse biodosimétrique des fibroblastes par la technique du
PCC-FISH (Pouget et al, 2004).
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|. Effet-dose in vitro du relargage de cytokines
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Réponse pro-angiogéniqgue des NHEK post-irradiation
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Dégradation matricielle des NHEK post-irradiation
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Il. Marquages in vitro

II.1. Marqueur spécifique de la différenciation des kératinocytes : kératine K10

Marquage K10 des NHEK

5Gy a J4, objectif x60 10Gy a 4h, objectif x60, zoom x3

Cdntrﬁle

Marguage K10 des kératinocytes de I'épiderme humain

5 et 15Gy 3 mois post-irradiation, objectif x10

Figure 52
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[I.2. Margqueur spécifique de la prolifération des kératinocytes : Ki-67
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I1.3. Marqueur spécifique de I'activation des kératinocytes : kératine K6

Marguage K6 des NHEK
10Gy a 4h, objectifs x20, x60

Marquage K6 des kératinocytes de I'épiderme humain

5 et 15Gy 3 mois post-irradiation, objectif x10

Figure 54
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Discussion Partie Il

L'organisation et la composition des couches de I'épiderme permettent le maintien de son
intégrité lorsqu’il est exposé a un stress. Sa fonction de barriere est principalement due a la
couche cornée située a linterface entre I'épiderme et I'environnement extérieur. Lorsque
I'épiderme est endommagé, la réponse des kératinocytes se caractérise par leur activation
au cours de la phase de réépithélialisation. Les kératinocytes basaux et suprabasaux situés
au bord de la Iésion migrent et proliferent, ils répondent aux cytokines pro-inflammatoires
relarguées et expriment les kératines K6 et K16, afin de reconstituer I'épiderme (Coulombe,
1997). L'observation des dommages de I'épiderme apres irradiation a révélé une hyperplasie
de ce tissu due a une hyperprolifération et une différentiation anormales des kératinocytes,
ainsi qu'une expression des kératines K6 et K16 (Sivan et al, 2002). L'étape de

réépithélialisation radio-induite des kératinocytes reste cependant peu étudiée.

l. L’effet de I'irradiation sur la phase de réépithélialisation

Nous avons caractérisé I'activation des kératinocytes aprés irradiation aux Rl par I'étude des
facteurs pro-inflammatoires relargués, des kératines exprimées et de leur état de
prolifération, dans un modéle de kératinocytes en monocouche « scrappés ». Nos résultats
ont montré que différents types de cytokines sont relargués par ces kératinocytes jusqu’a 8
jours post-irradiation aux doses de 3, 5 et 10 Gy, tels que IL-1B3, TNF-a, IL-6, IL-8 et ICAM-1.
Seul ICAM-1 a été décrit comme induit apres RI par les kératinocytes (Behrends et al, 1994).
D’une part, une activation et une prolifération élevées des NHEK aprés irradiation a été
montrée par rapport aux contréles : I'expression de 'ARNm de K6 est augmentée jusqu’a 4
jours aprés Rl de 10 Gy et celle de Ki-67 culmine 2 jours post-RI. Ceci a été confirmé par
nos marquages K6 et Ki-67 des kératinocytes de peau humaine irradiée. Une forte
augmentation de I'épaisseur de I'épiderme est observée ainsi qu’'un important marquage des
kératinocytes au K6 (toute la surface de I'épiderme) et Ki-67 (kératinocytes basaux). D’autre
part, apres RI, nous n’avons montré aucune différence d’expression de I'ARNm de K10,
marqueur de la différenciation, comme décrit par I'équipe de Sivan et al aprés marquage
immunohistologique de K10 (Sivan et al, 2002). Aprés avoir observé la différenciation, nous
avons caractérisé les effets de l'irradiation sur la survie des kératinocytes en réalisant des
tests de clonogénicité. Les données obtenues ont montré une augmentation dose-

dépendante et importante de la mort cellulaire radio-induite jusqu’a la dose de 10 Gy.
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II. L'effet bénéfigue du GGA sur la phase de réépithélialisation dans des

conditions d’irradiation et de non-irradiation

Apres avoir mis en évidence l'action délétere des RI sur I'activation des kératinocytes durant
le processus de réépithélialisation dans notre modéle expérimental, nous avons observé
I'effet bénéfique d’'un traitement au GGA sur cette étape. Nous avons montré précédemment
gue ce traitement avait des propriétés anti-oxydantes sur la peau. Dans des conditions de
non-irradiation, le GGA a été décrit recemment comme inhibant 'augmentation des cytokines
pro-inflammatoires (Nakada et al, 2005) comme le TNF-o. aprés dommages au cerveau ou
inflammation du colon (Fujiki et al, 2005 ; Ohkawara et al, 2005) et I'lL-6 aprés atteinte du
foie (Oda et al, 2002). Nos expériences ont montré qu’aprés irradiation, le GGA provoque
une augmentation du niveau d’'IL-1p produit par les NHEK irradiés. L’IL-1 étant décrit comme
linitiateur principal du processus d'activation caractérisé par laugmentation des
kératinocytes marqués au K6 (Komine et al, 2001), le GGA accentuerait ce processus
indispensable a la réépithélialisation. Les kératinocytes activés sont définis comme
migratoires et prolifératifs (Freedberg et al, 2001). Nous nous sommes intéressés a l'effet du
GGA sur ces propriétés. Nous avons observé que la migration des NHEK irradiés dans la
Zone « scrappée » est accélérée par le traitement au GGA dés 24 heures, sans modulation
de leur prolifération. Nos résultats sont en accord avec les travaux de Watanabe et al
démontrant que le GGA accélére la migration des cellules épithéliales gastriques de lapin en
culture aprés lésion (Watanabe et al, 1998). Nous avons également évalué 'action du GGA
sur la mort radio-induite des NHEK par calcul de la fraction de survie. Le GGA a montré une
augmentation significative de cette fraction apres RI. Cette protection contre la mort cellulaire
a été décrite dans une lignée de cellules issues de neuroblastome humain (Katsuno et al,
2005) et dans des cellules de muqueuse gastrique de porc (Tomisato et al, 2001 ; Takano et
al, 2002).

Ainsi, dans nos conditions expérimentales, nous avons mis en évidence les propriétés
bénéfiqgues d’'un traitement au GGA sur l'augmentation (i) du relargage de I'lL-1 initiant
I'activation des kératinocytes, (ii) de la migration des kératinocytes dans la zone lésée (iii) de
la survie des kératinocytes au cours de I'étape de réépithélialisation apres RI. Ces propriétés
intéressantes font du GGA une molécule pro-cicatrisante au cours de la phase de

réépithélialisation.
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lll. Le mécanisme d’action du GGA au cours de la réépithélialisation

Le GGA ayant montré des propriétés pro-cicatrisantes, nous avons étudié son mode d’action
par analyse de son pouvoir anti-apoptotique et migratoire au cours de la phase de

réépithélialisation des kératinocytes.

[1l.1. L’effet anti-apoptotique du GGA sur les kératinocytes

Dans le but de comprendre le mécanisme d’action du GGA, nous avons évalué son pouvoir
anti-apoptotique sur notre modeéle par I'observation de I'expression des facteurs anti-
apoptotiques Hsp70 et pro-apoptotiques caspase-3 dans les kératinocytes. Le couple des
protéines Hsp70/caspase-3 est connu pour réguler I'entrée en apoptose des cellules.
L'induction d’Hsp70, dans le processus apoptotique dépendant de la mitochondrie, est
décrite comme bloquant la translocation de Bax et I'activation de la caspase-3, sans inhiber
la libération de cytochrome C (Stankiewicz et al, 2005 ; Li et al, 2000). Le GGA a été décrit
comme un inhibiteur de l'activité de la caspase-3 aprés induction de I'Hsp70 dans des
hépatocytes de rat (lkeyama et al, 2001). Le GGA pourrait inhiber I'apoptose induite par
H,O, et I'éthanol dans les hépatocytes a de nombreux niveaux : (i) activation de HSF1 et
accumulation d’'Hsp70 ; (ii) inhibition par Hsp70 de I'activation de JNK et P38 diminuant
I'efflux de cytochrome c de la mitochondrie et inhibant la cascade de caspases -9 et -3
(Gabai et al, 1997; Mosser et al, 1997); (iii) induction de l'association d'Hsp70 avec
« apoptosis protease activating factor-1 » Apaf-1. Hsp70 interférerait alors au niveau de la
liaison d’Apaf-1 et de la procaspase-9, empéchant la formation du complexe apoptosome
(Apaf-1 — procaspase-9) crucial pour activer la caspase-3 (Beere et al, 2000; Saleh et al,
2000).

Nous avons observé une forte induction d’Hsp70 dans des conditions de non-irradiation, 4
heures aprés « scrapping ». De nombreuses études ont décrit le GGA comme un fort
inducteur d’Hsp70 dans plusieurs organes (Mikuriya et al, 2005; Masuda et al, 2003; Fujiki et
al, 2003; Hirota et al, 2000; Ishii et al, 2003; Oda et al, 2002; Kikuchi et al, 2002; Ooie et al,
2001; Tsuruma et al, 2000). En effet, ce traitement induirait la translocation nucléaire et la
phosphorylation des facteurs de transcription HSF1 (Rokutan, 2000 ; Kawai et al, 2000) qui
se lient de maniere transitoire aux « heat shock element » (HSE) (Jolly et al, 1997 ; Wu,
1995). Les HSE sont des éléments de réponse du promoteur, essentiels pour l'induction de
I'Hsp aprés un stress et HSF1 a été identifié comme le régulateur principal de l'induction a

court terme des Hsp (Snoeckx et al, 2001; Baler et al, 1993; Abravaya et al, 1992).
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L’expression des ARNm Hsp70 et 'accumulation de la protéine est alors augmentée dans
les cellules aprés traitement au GGA (Hirakawa et al, 1996).

En revanche, 4 heures post-RI, nous avons observé une diminution de I'activité d’'Hsp70
ainsi que de celle de caspase-3. Il a pourtant été décrit que Hsp70 est une protéine
fortement induite aprés exposition aux RIl, en partie suite a la production importante d’ERO
(Santoro, 2000). L’induction d’'Hsp70 est impliquée dans la réponse radio-adaptative (Park et
al, 2000) en protégeant les cellules de la mort radio-induite (Lee et al, 2001). Hsp70 se lie
alors a p53 afin de réguler le cycle cellulaire, les processus de réparation de I'ADN et
d’apoptose (Calini et al, 2003 ; Matsumoto et al, 1995). La caspase-3 est aussi une enzyme
clé de I'apoptose. Elle est rapidement activée apres Rl (Michelin et al, 2004 ; Shinomiya,
2001). « Second mitochondrial activator of caspase » (Smac), un inhibiteur des IAPs,
induirait I'activation de la caspase-3 et la libération de cytochrome c¢ aprés RI
(Giagkousiklidis et al, 2005).

Nous pouvons interpréter que le faible niveau d’Hsp70 radio-induit que nous avons observé
est la conséquence d’'une balance entre les génes pro- et anti-apoptotiques. L'expression de
la thioredoxine (Trx), facteur anti-apoptotique, pourrait étre augmentée en paralléle. En effet,
I'expression de la Trx et de son ARNm a été décrite comme augmentée aprés traitement
d’hépatocytes avec du GGA par modulation des géenes AP-1 et NF-xB (Hirota et al, 2000).

De plus, I'activité chaperonne de la Trx est apparentée a celle des Hsp (Mitsui et al, 1992).

> |l serait alors intéressant, dans la suite de notre travail, d’étudier I'effet du GGA sur
'expression de la Trx au niveau des kératinocytes. En effet, le GGA a été décrit comme
ayant un effet anti-apoptotique mais aussi régulateur de I'état redox cellulaire par induction
de la Trx. Ces propriétés ont été démontrées au niveau de la rétine de souris, des
hépatocytes et de la muqueuse gastrique de rat (Tanito et al, 2005 ; Bai et al, 2002 ; Dekigai
et al, 2001; Hirota et al, 2000). La Trx est une petite protéine ubiquitaire qui contient un site
catalytigue composé d'un motif actif avec deux cystéines pour la régulation de I'état redox.
Elle possede différentes fonctions cellulaires telles que I'élimination des ERO, I'activation de
facteurs de transcription et la régulation de la voie apoptotique intracellulaire (Hirota et al,
1999 ; Saitoh et al, 1998). Son expression est augmentée en réponse au stress oxydatif, aux
cytokines inflammatoires, et aprés irradiation aux rayons UV et gamma (Takagi et al, 1999 ;
Nakamura et al, 1997). Les taux de Trx dans le cytosol ont été décrits comme augmentés
suite a la forte production de H,O, aprés exposition des kératinocytes aux UVB. De forts taux
de Trx migrent alors du cytosol dans le noyau afin que la peau soit détoxifiée contre ces
dommages peroxydatifs (Schallreuter and Wood, 2001).
De ce fait, l'effet du GGA sur linduction du stress oxydatif, aprés irradiation des

kératinocytes, pourrait étre une voie a explorer.
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» Cette étude pourrait étre également approfondie par I'évaluation de l'effet anti-
apoptotique du GGA sur les kératinocytes a plusieurs niveaux. Tout d’abord, nous pourrions
envisager I'étude de I'action du GGA sur l'inhibition de la phosphorylation de JNK et de la
formation de l'apoptosome (Apaf-1 — procaspase-9), empéchant ainsi I'activation de la

caspase-3.

Le GGA a été décrit comme ayant un effet pro-apoptotique controversé sur les cellules
cancéreuses. En effet, le traitement au GGA a été expérimenté sur des cellules cancéreuses
et son mode d’action differe de celui des cellules saines. En effet, contrairement a son effet
sur les cellules saines, le GGA a été décrit comme provoquant I'apoptose des cellules
humaines leucémiques HL-60 en fonction de la dose et du temps de traitement, dans le but
de prévenir une invasion de cellules tumorales. Le GGA activerait fortement l'activité de la
caspase-3 dans ces cellules, et modifierait la maturation et la localisation de Rapl et Ras,
membres des petites protéines liées au GTP (Okada et al, 1999). De plus, dans ces cellules,
le GGA entrerait en compétition avec le geranylgeranylpyrophosphate (GGPP) et induirait la
dépolarisation des membranes mitochondriales sans relargage de cytochrome ¢ (Kanno et
al, 2002).

[11.2. L’effet pro-migratoire du GGA sur les kératinocytes

Deux voies de signalisation ont été mises en évidence lors de la migration des kératinocytes
au cours de la réépithélisation apres Iésion cutanée : P38 MAPK et RhoA. Elles sont toutes
deux impliquées dans la migration des kératinocytes et le remodelage matriciel en régulant
linduction de MMP-9 ou gélatinase B. Racl et Cdc42 contrdlent I'activation de P38 MAPK
tandis que I'activation de RhoA stimule JNK (Turchi et al, 2003). De plus, 'activation des
voies RhoA-MEKK1-JNK et MEKK1-P38 par TGF-p/activines est cruciale pour la formation
des fibres de stress et la migration des kératinocytes primaires de souris (Zhang et al, 2005).
Ces deux voies restent cependant trés peu étudiées aprés RI. Nous nous sommes donc
intéressés a déterminer les bienfaits d’'un traitement au GGA sur la migration des NHEK

irradiés ou non aprés « scrapping ».

[11.2.1. L’'implication de la voie P38 MAPK

Nos résultats ont montré pour la premiére fois que dans des conditions de non-irradiation, J1
et J4 aprés « scrapping », le GGA a restauré l'expression de P38 que nous avions

précédemment inhibée avec le LY333351, un inhibiteur spécifique de P38 MAPK. Nous
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montrons que le GGA léve l'inhibition de P38 afin de favoriser la migration des kératinocytes
dans la zone lésée. Il a été démontré que le relargage de cytokines pro-inflammatoires telles
que TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 et MMP-1 active la voie des MAPK afin d’attirer les leucocytes
sur le site endommagé. La stimulation des leucocytes va alors activer P38 favorisant
'adhésion et la migration des cellules (Kaminska, 2005; Herlaar and Brown, 1999). De plus,
I'inhibition de P38 altére la migration des kératinocytes dans un modéle cicatriciel in vitro
montrant que P38 est essentiel durant la réépithélialisation (Stoll et al, 2003).

En revanche, aprés RI, nous n'avons pas observé d'effet du GGA sur I'expression de la
protéine P38, malgré I'inhibition induite par le LY333351 a J1 et J4. Nos résultats n'ayant pas
permis de vérifier I'induction de P38 aprés RI, nous supposons que la forme phosphorylée P-
P38 spécifiqgue pourrait étre particulierement activée, comme I'a décrit Choi et al (Choi et al,
2006). En effet, cette équipe a montré qu’'apres RI, aucune modification de I'expression de la
protéine P38 n'a été déterminée, en revanche, une activation de la forme phosphorylée P-
P38 a été observée. De plus, P-P38 a été décrit comme un inducteur de la migration des
kératinocytes au cours de la cicatrisation (Harper et al, 2005) et des cellules épithéliales de
la cornée (Sharma et al, 2003). Son activation est diphasique : une induction immédiate puis
une deuxieme prolongée. P38 est activé par une double phosphorylation de la Thr180 et de
la Tyrl82 avec un motif Thr-Gly-Tyr, par la protéine kinase C (PKC) et le récepteur de la
tyrosine kinase (Raingeaud et al, 1995) aprés RIl. Les MAPK MKK3, MKK4 et 6
phosphorylent et activent également P38 aprés relargage de cytokines pro-inflammatoires et

stress environnementaux (Pearson et al, 2001 ; Raingeaud et al, 1996).

> |l serait donc intéressant de compléter ce travail par I'analyse de I'expression de la

forme phosphorylée P-P38 aprés Rl dans nos conditions.

» Nous avons montré que non seulement P38 MAPK est impliquée dans l'induction de
la migration des kératinocytes, mais cette protéine a été décrite comme pouvant aussi
réguler la différenciation cellulaire. En effet, les trois isoformes de P38 o, B et
majoritairement 5, exprimés dans les kératinocytes, jouent le rbéle de régulateurs de leur
différenciation (Efimova et al, 2003 ; Sayama et al, 2001). Ces résultats ont été confirmés
par 'augmentation de l'activation de la cascade P383-ERK suite a des traitements avec
divers agents provoquant la différenciation du kératinocyte (Eckert et al, 2004). Il pourrait
étre envisagé d'étudier le rble de cette voie de signalisation sur la différenciation des

kératinocytes durant I'étape de réépithélialisation.
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[11.2.2. L’'implication de la voie RhoA

Le rble des protéines Rho dans la cicatrisation est mal connu et le mode d’'action du GGA
impliguant cette voie n'a jamais été étudié au niveau des kératinocytes.

Nous avons démontré que le GGA peut agir dans des conditions de non-irradiation sur
I'activation de la voie RhoA, elle aussi impliqguée dans la migration des kératinocytes. Dans
nos conditions expérimentales sans irradiation, nous avons observé que le GGA active
RhoA 24 heures aprés «scrapping ». En effet, le GGA provoque une diminution de
I'expression de RhoA cytosolique tout en augmentant de 4 fois celle de la fraction
membranaire par rapport au contr6le. Cette activation se caractérise par la translocation de
RhoA-GDP du cytosol vers la membrane plasmique sous forme RhoA-GTP, aprés
isoprénylation. Nous avons observé un effet bénéfiqgue du GGA sur l'activation de RhoA
dans des conditions de non-irradiation.

En revanche, dans des conditions d’irradiation, 24 heures aprés RI, le traitement au GGA
provoque une forte diminution de I'expression de RhoA cytosolique (3 a 4 fois par rapport au
contrdle irradi€) sans modification de celle de la fraction membranaire. Enfin, I'expression de
RhoA n’est pas modulée a J4 quelque soit le traitement et les conditions d’irradiation. Nous
avons donc constaté qu'apres RI, dans nos conditions expérimentales, le GGA a perdu son
effet bénéfique sur la translocation de RhoA a la membrane et donc son activation. Le GGA
pourrait en effet interagir avec les rayons y de maniéere délétére, et plus précisément cette
association pourrait affecter les mécanismes d’'ancrage de RhoA a la membrane.

Cependant, la voie Rho a été récemment décrite comme impliquée dans les processus de
fibrose et de différenciation radio-induits au niveau des cellules musculaires lisses de
l'intestin. L’inhibition de Il'activité de la Rho kinase serait proposée comme un nouveau
traitement des complications radio-induites (Bourgier et al, 2005 ; Haydont et al, 2005). De
plus, la protéine RhoB est définie comme un médiateur de la résistance cellulaire aux Rl en
empéchant la mort cellulaire des lignées de fibroblastes NIH3T3 et kératinocytes HelLa (Milia
et al, 2005 ; Ader et al, 2002).

> Afin d’élargir notre étude, il serait intéressant d’étudier l'effet du GGA sur les
différents membres de la famille Rho (RhoB, RhoC, Racl).

Le GGA a été décrit également comme ayant un potentiel anti-invasif sur les cellules
cancéreuses de carcinome ovarien. Le traitement de ces cellules avec du GGA résulte en

une inactivation de Rho par suppression de la geranylgeranylation (Hashimoto et al, 2005).
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IV. Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons démontré que les RI perturbent la phase de
réépithélialisation au cours de la cicatrisation. Apres RI, les kératinocytes deviennent activés
et hyperproliférants, et I'épiderme se trouve épaissi et inflammé comparés aux controles.

Le GGA a montré un effet bénéfique sur cette activation. En effet, ce traitement augmente le
relargage de I'lL-1 qui initie le processus d'activation du kératinocyte, qui devient alors
migratoire par réorganisation de ses kératines afin de recoloniser la zone lésée. De plus, le
GGA augmente la survie des kératinocytes aprés irradiation.

Par ailleurs, nos résultats ont mis en évidence pour la premiére fois que le GGA accélére la
réépithélialisation des kératinocytes au niveau de la zone « scrappée ». Notre travail a
permis d'analyser certains mécanismes d’action du GGA sur les kératinocytes, permettant

d’expliquer son effet bénéfique sur la réépithélialisation.

Dans des conditions de non-irradiation, le GGA a montré qu’il peut avoir un effet anti-
apoptotique sur les NHEK, par induction de la voie Hsp70 — caspase-3, mais aussi un
pouvoir migratoire par activation des protéines GTPases P38 MAPK et RhoA. En revanche,
dans des conditions d’irradiation, le mécanisme d’action du GGA ne passe ni par la voie
Hsp70 ni par les voies P38 MAPK et RhoA. Nous avons montré son effet anti-apoptotique

via I'activation de la caspase-3.
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Discussion générale & Perspectives

Conclusion générale

Il existe actuellement peu de données sur le stress oxydatif radio-induit et ses dommages
sur la peau exposée aux RI. Les effets des Rl sur le processus de cicatrisation cutanée sont
également peu connus.

Ce travail contribue a apporter un nouvel éclairage sur les conséquences des RI sur la peau,
principalement sur I'épiderme. |l permet une meilleure compréhension des dommages
cutanés radio-induits, en terme d'atteinte oxydative et tissulaire, et propose une modulation
pharmacologique efficace sur la réépithélialisation des kératinocytes par le GGA. Son mode
d'action sur la peau, inconnu jusgu'a maintenant, a été observé dans un contexte
physiologique et « pathologique » (aprés RI) de cicatrisation, par étude des voies de

I'apoptose et de la migration des kératinocytes.

Ce travail est synthétisé dans le schéma suivant (Figure 55) :
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Figure 55 : Le stress oxydatif et les dommages tissulaires apres Rl sur la peau

et I'effet bénéfigue du GGA sur la réépithélialisation

dans un contexte de cicatrisation physiologique et pathologigue

Les dommages des RI sur la peau et la voie empruntée par le GGA dans des conditions de
cicatrisation « pathologique » sont illustrés en orange. Les voies empruntées par le GGA

dans des conditions de cicatrisation physiologique sont illustrées en bleu.
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Nous avons vérifié dans un premier temps qu'aprés Rl et UVB le profil des ERO

générées dans la peau est différent, aussi bien en terme de quantité que de qualité. Une
exposition de la peau a ces deux types de rayonnements provoque une importante
production d’'ERO et une modulation de I'induction des enzymes anti-oxydantes telles que la
catalase, la GPx et la SOD, ce qui perturbe 'homéostasie cutanée. En effet, I'hnoméostasie
tissulaire dépend de [I'équilibre entre la quantité d’ERO générés et la capacité de
détoxification des systemes de défenses anti-oxydantes. Si la quantité d’ERO produite
dépasse la capacité anti-oxydante de la peau, un stress oxydatif est alors induit. Nous avons
montré que le GGA posséde un pouvoir anti-oxydant significatif et un effet protecteur vis-a-
vis du stress oxydatif : il diminue cette forte production d'ERO et améliore I'activité anti-
oxydante de la catalase.
Nous avons ensuite mis en évidence I'existence d’un lien entre le stress oxydatif radio-induit
et la mort par apoptose des kératinocytes de I'explant de peau humaine aprés RIl. En effet,
dans notre étude, I'apoptose est en partie dépendante de la production d’'ERO, qui varie en
fonction du type de kératinocyte NHEK ou HaCaT. Enfin, la différence de radiosensibilité que
nous avons observée entre les NHEK et les HaCaT pourrait s’expliquer par leur réponse
anti-oxydante différentielle.

Nous avons montré dans un deuxiéme temps que les Rl interferent avec le processus
de réépithélialisation des kératinocytes au cours de la cicatrisation. On peut parler
de cicatrisation «pathologique » du tissu cutané irradié. Dans nos conditions expérimentales,
les RI induisent I'activation des kératinocytes qui acquiérent un potentiel pro-inflammatoire,
hyperprolifératif et migratoire. En effet, le relargage de cytokines pro-inflammatoires est
augmenté, particulierement celui de l'IL-1p, initiateur de I'état activé du kératinocyte, la
prolifération et la migration des kératinocytes sont induites. De plus, la survie cellulaire est
diminuée. Nous avons prouvé que le traitement pharmacologique avec le GGA est bénéfique
sur la réépithélialisation aprés RI: il active le relargage de I'IL-1p, il stimule et accélere la
migration des kératinocytes et améliore leur survie.

Le GGA ayant montré des propriétés pro-cicatrisantes, nous avons étudié par la suite son
mécanisme d’action dans un contexte de cicatrisation physiologique et « pathologique ».
Pour cela, nous avons analysé son pouvoir anti-apoptotique et pro-migratoire au cours de la
réépithélialisation cutanée. Dans un contexte physiologique, le GGA posséde un effet anti-
apoptotique par induction de la voie Hsp70 — caspase-3, mais aussi pro-migratoire par
activation des GTPases P38 et RhoA. La modulation pharmacologique du GGA suggére que
la cicatrisation « pathologique » du tissu cutané aprés RI pourrait s’expliquer par un défaut

d’implication des voies Hsp70, P38 et RhoA. La voie de la caspase-3 est cependant activée.
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Enfin, il est fondamental d’aller plus loin dans la compréhension des mécanismes d’action du
GGA, en suggérant que d’autres voies sont impliquées dans des conditions pathologiques
d’irradiation du tissu cutané. Le GGA pourrait servir de moyen thérapeutique favorisant la

cicatrisation de I'épiderme cutané.

Perspectives

Pour mener a bien ce travail, il serait particulierement intéressant d’explorer d’autres voies
de signalisation aprés un traitement au GGA au niveau des kératinocytes, aussi bien dans

des conditions de cicatrisation physiologiques que pathologiques.

Comme nous l'avons précédemment évoqué, il serait intéressant tout d’abord d’étudier I'effet
du GGA sur l'expression de la Trx au niveau des kératinocytes. La Trx participe a
I'élimination des ERO et régule la voie apoptotique intracellulaire, et son activité chaperonne
est apparentée a celle des Hsp. De ce fait, I'effet du GGA sur I'induction du stress oxydatif et
I'étude de son mode d’action par la voie anti-apoptotique aprés RI pourrait étre approfondi.

De plus, nous pourrions envisager I'étude de I'action anti-apoptotique du GGA sur la
formation de l'apoptosome (Apaf-1 — procaspase-9), empéchant ainsi l'activation de la

caspase-3.

Concernant I'effet pro-migratoire du GGA apres RI, la voie JNK mériterait d’étre explorée,
tout comme I'activation des différents membres de la famille des protéines Rho : RhoB,
RhoC, Racl.

Afin de compléter ce travail réalisé in vitro sur la réépithélialisation cutanée aprés irradiation,
nous pourrions évaluer I'effet des RI sur un modéle in vivo d’expérimentations animales.
Dans le but d’approfondir les mécanismes de la cicatrisation cutanée « pathologique » apres
RI, nous pourrions utiliser des souris knock-out JunB -/-. En effet, ces souris ont été décrites
comme ayant une cicatrisation retardée et une hyperprolifération épidermique (Florin et al,
2006). Les RI ont été montrés comme induisant le blocage de la voie JNK dans des
fibroblastes humains. L'étude de la modulation de JunB pourrait alors étre envisagée (Cho et
al, 2005).

D’autre part, dans le but de déterminer les mécanismes de stimulation de la migration et de

la prolifération des kératinocytes, il serait intéressant d'utiliser un modéle de co-cultures
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kératinocytes/fibroblastes irradiés. Cette approche expérimentale nous permettrait de mettre
en évidence si les fibroblastes irradiés modulent de facon directe la capacité de migration et
de prolifération des kératinocytes « scrappés ».

Ces études pourraient nous permettre de découvrir de nouvelles stratégies thérapeutiques
dans le but d‘améliorer la régénération d’'un épiderme lésé dans des conditions physio-

pathologiques.
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INTRODUCTION

Le Polyphénol P est une catéchine de la famille des flavonoides. lls ont des
propriétés anti-oxydantes et anti-thrombotiques (Basu-Modak et a/, 2003), ils sont des
agents réducteurs, donneurs d’hydrogene et désactiveurs de l'oxygene singulet (Ross
and Kasum, 2002 ; Rice-Evans et a/, 1996).

L'objectif de cette étude est :

1/ d'évaluer la capacité anti-oxydante de la molécule Polyphénol P

2/ de mesurer le pouvoir anti-oxydant du Polyphénol P sur les kératinocytes

3/ de mesurer les propriétés anti-oxydantes du Polyphénol P sur I'explant de
peau humaine en survie

Cette derniére étape va permettre de mettre en évidence lI'effet protecteur
du Polyphénol P sur I'explant de peau humaine exposé aux UVB. Seront alors
caractérisés, apres exposition aux UVB, l'effet anti-apoptotique du Polyphénol
P et ses propriétés anti-oxydantes par mesure de l'induction des enzymes de
défense dans I'explant.
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1/ Evaluation de la capacité anti-oxydante de la molécule par
le test ORAC

Résultats du test ORAC sur diverses molécules dont le Polyphénol P

L'activité anti-oxydante d'une dizaine de molécules seront mesurées par rapport a
notre référence : le Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)
dilué dans le méthanol (MeOH).

1,2 _
Ve Polyphénol P 250 pg/ml
Trolox . ) .
1,0 - bio-actifs de vin rouge
0,8 ~
0,6
0.4 - Diester phosphorique

VitC-VitE

0.2 Cimicifuga racemoza rhizome

Valeur ORAC

0,0 ~

-0,2 - Zinc gluconate
Magnésium aspartate
Copper gluconate /]\
-0,4 1 /%
Sodium palmitoylglycine Autres polyphénols
-0,6 - Palmitoyl-1 palmitoyloxy-4 proline

Figure 1 : Résultats du test ORAC sur diverses molécules

D'aprés les résultats du test ORAC, le choix de la molécule a étudier se porte sur la
molécule Polyphénol P.

Les concentrations de la molécule seront exprimées en ug/ml, comme spécifié
dans le cahier des charges.
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3,0 1 .
Trolox Polyphénol P

2,5 1 |
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Figure 2 : Résultats du test ORAC sur le Polyphénol P

En conclusion, a poids équivalent, le Polyphénol P posséde un pouvoir anti-oxydant
comparable au Trolox. Cependant, on notera une saturation de la capacité anti-oxydante
de la molécule testée pour les concentrations > 500 pg/ml.
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2/ Mesure du pouvoir anti-oxydant du Polyphénol P sur le modéle de
kératinocytes de la lignée HaCaT

Principe du test de cytotoxicité au rouge neutre

Aprés traitement des kératinocytes HaCaT pendant 24 heures au Trolox
dilué dans le méthanol (MeOH) et au Polyphénol P a différentes concentrations, on
incube les cellules dans une solution de rouge neutre 0,036% a 37°C. Aprés aspiration de
cette solution, on incube les kératinocytes dans un tampon de lyse afin de solubiliser le
rouge neutre contenu dans les lysosomes. On lit la DO a 540-550 nm.

Plus la quantité de rouge neutre absorbée sera élevée, plus la molécule sera
caractérisée comme toxique pour les cellules.

200

180 - —e— Trolox
—e— Polyphénol P
160 - —e— MeOH

140 A

120 A

100

80 1

Survie cellulaire (%)

60 -

40 +

20 -

0 250 500 750 1000 1250
Poids molécule (pg/ml)

Figure 3 : Cytotoxicité du Trolox et du Polyphénol P sur la survie des
kératinocytes HaCaT

En conclusion, le Polyphénol P n'a pas d’effet cytotoxique sur la survie des cellules
HaCaT aprés 24h de traitement par unité de poids, contrairement au Trolox a de fortes
concentrations (>500 pg/ml).
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3/ Mesure du pouvoir anti-oxydant du Polyphénol P sur le modéle d’explant
de peau humaine BIO-EC

Protocole expérimental :

uvB
JO J3
48h \ :]2 24h -
I — 1y
| »
JO : Préparation des explants, J2 : Irradiations UVB, J3 : Congélation explants :

incubation dans milieu incubation dans milieu frais mesure stress oxydatif

+ traitement molécules + traitement molécules + immunohistologie

- 48h de traitement pharmacologique préventif des explants (Trolox ou
Polyphénol P dilués dans le surnageant a une dose finale de 250 pg/ml) .

- Irradiation UVB a 2J/cm2des explants préalablement traités.
- 24h de traitement pharmacologique curatif des explants (Trolox ou Polyphénol P

dilués dans le surnageant a une dose finale de 250 pg/ml) aprés exposition aux UVB.

Mesure de différents parametres :

a/ Histologie des cellules en apoptose (comptage des Sun Burn Cells et technique
TUNEL)

b/ Activités enzymatiques anti-oxydantes : catalase, glutathion peroxidase (GPx) et
superoxyde dismutase (SOD)

a/ Résultats histologigues : mesure des cellules en apoptose

Comptage des Sun Burn Cells, aprés une coloration au Trichrome de Masson
La SBC, ou « cellule coup de soleil » avec son noyau picnotique et son cytoplasme

éosinophile, est caractéristique de I'épiderme des mammiféres exposé aux UVB. Elle
posséde toutes les caractéristiques d'un kératinocyte en apoptose.
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60

* n==6

50 4 Polyphénol P
#

40
Trolox

30 4 #

20 A

Nombre de Sun Burn Cells

10 A

0 -
Controle 2J/cm? 2J/cm2 2J/cm?
250ug/ml 250ug/ml

* p <0,05 par rapport au contrdle
# p < 0,05 par rapport a l'irradié 23/cm=

Controéle Irradié 23/cm=2

Figure 4: Comptage des Sun Burn Cells

Conclusion :

1- Aprés irradiation UVB de 2J/cm2, 52% des kératinocytes entrent en
apoptose (Sun Burn Cells).

2- On note un effet protecteur du Trolox (cf. Figure 4 : 26% de kératinocytes en
apoptose).

3- On notera une protection moins efficace du Polyphénol P, & poids équivalent (cf.
figure 4 : 40 % de kératinocytes en apoptose).
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Technique TUNEL

Le test TUNEL permet de révéler sur coupe histologique les cellules
apoptotiques. Ce test est basé sur la mise en évidence de la fragmentation de I'ADN,
caractéristique des cellules en apoptose. Ce test est un complément du comptage des
SBC ci-dessus.
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----- Ty Ps 7 P4
2J/cm=2 2J/cm=2
250 pg/ml Trolox 250 pg/ml Polyphénol P
n apoptose (Tl
Conclusion :

Apres observation de toutes les lames :

1- Augmentation du nombre de kératinocytes en apoptose apreés irradiation UVB de
2J3/cm=2,

2- Le traitement préventif au Trolox (hydrosoluble) présente un fort effet anti-
apoptotique.

3- Dans nos conditions expérimentales, le Polyphénol P présente également cet
effet anti-apoptotique.
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b/ Résultats des dosages enzymatiques

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre la production d'espéces
réactives de l'oxygéne (ROS) et les défenses anti-oxydantes, ce qui va entrainer une
production massive de ROS, provoquant un stress oxydatif.

Dans cette étude, nous avons évalué l'activité des 3 enzymes anti-oxydantes
majeures : catalase, glutathion peroxydase (GPx) et superoxyde dismutase (SOD).

Principe du dosage de la catalase (méthode de Clairborne et Aebi)

catalase
2H,0, ——» 2H,0+0,

La consommation du peroxyde d’hydrogéne H,O, est directement proportionnelle a
l'activité de la catalase : mesure au spectrophotométre a 240 nm.

500
- Trolox n=6
3
c | it
g 400
8 I
o
% *%*
g 300 + Polyphénol P
é #H#
3
(-_5 200 7
S
I
o
e
> 100 A
©
<

0
Contréle 2J/cm? 2J/cm? 2J/cm?

250pg/ml 250ug/mi

** p < 0,01 par rapport au contréle
## p < 0,01 par rapport a l'irradié 2J/cm=2

Figure 6 : Dosage enzymatique de la catalase
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Conclusion :

1- Diminution significative de l'activité enzymatique de la catalase aprées irradiation
UVB de 2J/cm=.

2- Le traitement préventif au Trolox permet de rétablir une activité enzymatique
de la catalase proche de son niveau de référence.

3- Dans nos conditions expérimentales, le Polyphénol P ne présente pas deffet
protecteur en terme d'activité de la catalase.

Principe du dosage de la GPx (méthode de Lawrence et Burck)

Glutathion peroxydase
ROOH /\/ » ROH + H,O
2GSH GSSG
NADP NADPH

“Glutathion réductase

On mesure l'oxydation du NADPH, c'est a dire la disparition de NADPH réduit introduit
dans le volume réactionnel : mesure au spectophotométre a 340 nm.

500
n==6
Trolox
8 400 - * NS
c
‘©
°
o £
2 300 A Polyphénol P
o
£ Hit
2
x 200 A
5
\9 T
=
S 100 A
<
0
Contréle 2J/cm?2 2J/cm? 2J/cmz2

250ug/ml 250ug/ml
*  p<0,05 par rapport au contrdle
## p < 0,01 par rapport a l'irradié 2J/cm=2
NS non significatif par rapport a l'irradié 23/cm=2

Figure 7 : Dosage enzymatique de la GPx
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Conclusion :

1- Augmentation significative de l'activité de la GPx aprés irradiation UVB de
2J/cm=,
2- Le traitement préventif au Trolox permet de maintenir une activité enzymatique
de la GPx apres irradiation.
3- Dans nos conditions expérimentales, le Polyphénol P ne présente pas deffet
protecteur en terme d'activité de la GPx.

Principe du dosage de la SOD (méthode de Mac Cord et Fridovitch)

Xa T acide unique

o2- 2P+ mo+oz

L

NETox ——— MNBTréd

On suit au spectrophotometre l'apparition de NBT réduit.

800
Trolox
—_ it
o Polyphénol P
3 600 - i
S
o
(0]
©
jo)) *%*
£ 400 1
2
)
(@)
0 T
9
= 200 A
©
<
0
Controle 2J/lcm? 2J/cm? 2J/cm?

250ug/L 250pg/L

** p < 0,01 par rapport au contréle
## p < 0,01 par rapport a l'irradié 23/cm=

Figure 8 : Dosage enzymatique de la SOD
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Conclusion :

1- Augmentation significative de l'activité de la SOD apreés irradiation UVB de
2J/cm=,

2- Le traitement préventif au Trolox permet d'augmenter de facon significative
cette activité enzymatique de la SOD aprés irradiation.

3- Dans nos conditions expérimentales, le Polyphénol P présente un effet protecteur
en terme d'activité de la SOD quasi équivalent au Trolox (a poids équivalent).

CONCLUSIONS GENERALES

Dans nos conditions expérimentales, a poids équivalents :
1. Le Polyphénol P posséde une capacité anti-oxydante équivalente au Trolox.

2. Le Polyphénol P na pas deffet cytotoxique sur la survie des
kératinocytes HaCaT apres 24h de traitement contrairement au Trolox.

3. Le Polyphénol P posséde un pouvoir anti-apoptotique significatif mais inférieur a
celui du Trolox.

4. Le Polyphénol P posséde un pouvoir anti-oxydant significatif, notamment en
améliorant l'activité anti-oxydante de la SOD, mais inférieur a celui du Trolox.
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INTRODUCTION

Le geranylgeranylacétone GGA est un composé polyisoprénoide trés utilisé en
clinigue pour lutter contre l'ulcere gastrique au Japon. Il est reconnu pour son effet
anti-apoptotique; en effet, il est un fort inducteur des « Heat Shock Protein » Hsp,
principalement Hsp70 dans de nombreux organes : muqueuse gastrique, intestin, nerf
rachidien, hépatocytes, coeur, cerveau, rétine de I'eeil et récemment la cochlée de
I'oreille (Mikuriya et al/, 2005; Masuda et a/, 2003; Fujiki et a/, 2003; Hirota et a/, 2000;
Ishii et al/, 2003; Oda et a/, 2002; Kikuchi et al, 2002; Ooie et al, 2001; Tsuruma et al,
2000).

L'objectif de cette étude est :

1/ d'évaluer la capacité anti-oxydante de la molécule geranylgeranylacétone
(GGA)

2/ de mesurer le pouvoir anti-oxydant du GGA sur les kératinocytes

3/ de mesurer les propriétés anti-oxydantes du GGA sur I'explant de peau
humaine en survie

Cette derniere étape va permettre de mettre en évidence I'effet protecteur
du GGA sur l'explant de peau humaine exposé aux UVB. Seront alors
caractérisés, aprés exposition aux UVB, I'effet anti-apoptotique du GGA ; ses
propriétés anti-oxydantes par mesure de l'induction des enzymes de défense
dans lI'explant ; sa capacité a protéger les cellules suite a une exposition aux
UVB par I'expression des Hsp.
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1/ Evaluation de la capacité anti-oxydante de la molécule par
le test ORAC

Résultats du test ORAC sur le produit final S et la molécule GGA

Les activités anti-oxydantes de ce Produit final et de cette molécule GGA seront
mesurées par rapport a notre référence: le Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) dilué dans le méthanol (MeOH).

Produit final = GGA + Crémophore + eau

1,4

1,2
Trolox Produit final GGA
250pg/ml |

1,0

0,8 1

250 pg/ml
0.6 - Hg

Valeur ORAC

0,4 A
25 mg/ml

0,2 - 2,5 mg/ml =

250ug/ml
0.0 I

Figure 1 : Valeurs ORAC du Produit final et du GGA

D'aprés les résultats du test ORAC, le choix de la molécule a étudier se porte sur la
molécule geranylgeranylacétone GGA.

Les concentrations du GGA seront exprimées en pM et mM, comme spécifié
dans le cahier des charges.
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5
4 Trolox
r2=0,9861
3 .
2 .
Figure 3 : F 1 1
r2=0,9638

0,0 ¢ ®

00 02 04 06

0,8

10

Figure 2 : Résultats du test ORAC sur le GGA

En_conclusion, a concentration équivalente, le GGA possede un pouvoir anti-

oxydant significatif mais inférieur au Trolox.
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2/ Mesure du pouvoir anti-oxydant du GGA sur le modeéle de kératinocytes
de la lignée de HaCaT

Principe du test de cytotoxicité au rouge neutre

Aprés traitement des kératinocytes HaCaT pendant 24 heures au Trolox
dilué dans le méthanol (MeOH) et au GGA a différentes concentrations, on incube les
cellules dans une solution de rouge neutre 0,036% a 37°C. Apres aspiration de cette
solution, on incube les kératinocytes dans un tampon de lyse afin de solubiliser le rouge
neutre contenu dans les lysosomes. On lit la DO a 540-550 nm.

Plus la quantité de rouge neutre absorbée sera élevée, plus la molécule sera
caractérisée comme toxique pour les cellules.

200

180 A —e— Trolox
—o— GGA
160 - —e— MeOH

140 ~

120 A

100

80 —3$

60

Survie cellulaire (%)

40

20

0 1 2 3 4 5
Concentration molécule (mM)

Figure 3 : Cytotoxicité du Trolox et du GGA sur la survie des kératinocytes
HaCaT

En conclusion, le GGA n'a pas d'effet cytotoxique sur la survie des cellules HaCaT

aprés 24h de traitement par unité de poids, contrairement au Trolox a de fortes
concentrations (>500 pg/L).
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3/ Mesure du pouvoir anti-oxydant du GGA sur le modéle d'explant de peau
humaine BIO-EC

Protocole expérimental :

uvB
JO J3
48h \ :]2 24h -
I — 1y
| »
JO : Préparation des explants, J2 : Irradiations UVB, J3 : Congélation explants :

incubation dans milieu incubation dans milieu frais mesure stress oxydatif

+ traitement molécules + traitement molécules + immunohistologie

- 48h de traitement pharmacologique préventif des explants (Trolox ou GGA
dilués dans le surnageant a une dose finale de 250 ug/L) .

- Irradiation UVB a 2J/cm2des explants préalablement traités.
- 24h de traitement pharmacologique curatif des explants (Trolox ou GGA dilués

dans le surnageant a une dose finale de 250 pg/L) apres exposition aux UVB.

Mesure de différents parametres :

a/ Histologie des cellules en apoptose (comptage des Sun Burn Cells et technique
TUNEL)

b/ Activités enzymatiques anti-oxydantes : catalase, glutathion peroxidase (GPx)

¢/ Immunomarquage des Heat Shock Proteins HSP 27 et 70

a/ Résultats histologigues : mesure des cellules en apoptose

Comptage des Sun Burn Cells, aprés une coloration au Trichrome de Masson
La SBC, ou « cellule coup de soleil » avec son noyau picnotique et son cytoplasme

éosinophile, est caractéristiqgue de I'épiderme des mammiféres exposé aux UVB. Elle
posséde toutes les caractéristiques d'un kératinocyte en apoptose.
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100
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

Nombre de Sun Burn Cells

20 A

10 A

0 -

*k*k

2 Jlcm?

Trolox

GGA

*k*

Contrdle 2J/cm? 0,05mM 0,AmM 0,05mM 0,1mM

*** p < 0,001 par rapport au controle

Controle

Figure 4: Comptage des Sun Burn Cells

Conclusion :

4- Aprés irradiation UVB de 2J/cm=2,

apoptose (Sun Burn Cells).

5- On note un effet protecteur du Trolox.
6- On note une protection efficace du GGA, supérieure au Trolox.

65%

Irradié 23/cm=2

des kératinocytes entrent en
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Technigue TUNEL

Le test TUNEL permet de révéler sur coupe histologique les cellules
apoptotiques. Ce test est basé sur la mise en évidence de la fragmentation de I'ADN,
caractéristique des cellules en apoptose. Ce test est un complément du comptage des
SBC ci-dessus.

I_rradié 2J-/cm2

1. \\. l
: 2 ) : &a
¥ ; |

!

! )

_. .’JI
Nl RN A | SNy e
2J/cm=2 2J/cm=
0,1mM Trolox 0,1ImM GGA

Figure 5 : Cellules en apoptose (TUNEL Objectif x10)

Conclusion :

Apreés observation de toutes les lames :

4- Augmentation du nombre de kératinocytes en apoptose apreés irradiation UVB de
23/cm=.

5- Le traitement préventif au Trolox (hydrosoluble) présente un effet anti-
apoptotique.

6- Dans nos conditions expérimentales, le GGA présente également cet effet anti-
apoptotique.
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b/ Résultats des dosages enzymatiques

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre la production d'espéces
réactives de l'oxygéne (ROS) et les défenses anti-oxydantes, ce qui va entrainer une
production massive de ROS, provoquant un stress oxydatif.

Dans cette étude, nous avons évalué l'activité de 2 enzymes anti-oxydantes
majeures : catalase et glutathion peroxydase (GPx).

Principe du dosage de la catalase (méthode de Clairborne et Aebi)

catalase
2H,0, ——» 2H,0+0,

La consommation du peroxyde d’hydrogéne H,O, est directement proportionnelle a
l'activité de la catalase : mesure au spectrophotométre a 240 nm.

250

2 J/lcm?2
200 - \

Trolox GGA
i

150 - s

100 A

50 ~

Activité catalase (Ul/mg protéines)
—

0 .
Contréle 2J/cm? 0,05mM 0,1mM 0,05mM 0,1mM

** p < 0,01 par rapport au contréle
## p < 0,01 par rapport a l'irradié 23/cm=
### p < 0,001 par rapport a l'irradié 2J3/cm=

Figure 6 : Dosage enzymatique de la catalase
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Conclusion :

4- Diminution significative de l'activité enzymatique de la catalase apres irradiation
UVB de 2J/cm=.

5- Le traitement préventif au Trolox permet de rétablir une activité enzymatique
de la catalase proche de son niveau de référence.

6- Dans nos conditions expérimentales, le GGA présente un effet protecteur en
terme d'activité de la catalase.

Principe du dosage de la GPx (méthode de Lawrence et Burck)

Glutathion peroxydase
ROOH /\/ » ROH + H,O
2GSH GSSG
NADP NADPH

“Glutathion réductase

On mesure l'oxydation du NADPH, c'est a dire la disparition de NADPH réduit introduit
dans le volume réactionnel : mesure au spectophotométre a 340 nm.

140 1 2 Jlcm?

120 A ‘

100 4 Trolox GGA

**
80 1 *% *

**

60 -

40 -

Activité GPx (Ul/mg de protéines)

20 +

0 T
Contréle 2J/cmz 0,05mM 0,1mM 0,05mM 0,1mM

** p<0,01 *p<0,05 par rapport au controle

Figure 7 : Dosage enzymatique de la GPx
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Conclusion :
4- Diminution significative de l'activité de la GPx apres irradiation UVB de 2J/cm=2.

5- Les traitements préventifs au Trolox et au GGA ne présentent pas deffet
protecteur en terme d'activité de la GPx, dans nos conditions expérimentales.

¢/ Immunomarquage des Heat Shock Proteins HSP 27 et 70

Les protéines de stress ou « Heat Shock Proteins » (Hsp) exercent des fonctions
essentielles a la vie cellulaire mais aussi a la survie lors de stress d'origine chimique,
physique ou métabolique.

Certaines Hsp, comme Hsp27 et Hsp70, jouent le rbéle de molécules chaperonnes, en
régulant l'organisation du cytosquelette d'actine et en modulant I'état redox des cellules.
Leur surexpression protege efficacement les cellules contre différents stress comme
I'hyperthermie, le stress oxydatif et plusieurs drogues cytotoxiques.

HSP27 est exprimée de maniére constitutive tandis que HSP70 est quasi absente et
hautement inductible face a un stress. Elles subissent alors une translocation dans le
noyau.

HSP 27

100

2J/cm?

o]
o
1

GGA Trolox

(o2}
o
L

N
<]
1

N
o
L

Nombre de cellules HSP27 positives /mm

o

Contréle 2J/cm?2 0,05mM 0,1mM 0,05mM 0,1mM

Figure 8 : Comptage des cellules HSP 27 positives
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Controle Irradié 23/cm=2

23/cm=2
0,ImM GGA

Figure 9 : Immunomarquage des cellules HSP 27 positives

Apreés observation de toutes les lames :

1- On observe une forte induction des HSP27 apres exposition de 2J/cm=2,
2- Les traitements au GGA et Trolox semblent réduire le nombre d'HSP27 activées.
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HSP 70
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=
o
1

Nombre de cellules HSP70 positives / mm
(8]

o

Contrdle 2J/cm? 0,05mM 0,AmM 0,05mM 0,1mM

Figure 10 : Comptage des cellules HSP 70 positives

l."ff-ﬁ
Controle Irradié 23/cm=2
2J/cm=2 2J/cm=2
0,1mM Trolox 0,1mM GGA

Figure 11 ;. Immunomarquage des cellules HSP 70 positives
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Apreés observation de toutes les lames :

1- On observe une forte induction des HSP70 aprés exposition de 2J/cm=2.
2- Les traitements au GGA et Trolox semblent réduire le nombre d'HSP70 activées.

CONCLUSIONS GENERALES

Dans nos conditions expérimentales, a concentrations équivalentes :

5. Le GGA posséde une capacité anti-oxydante significative mais inférieure au
Trolox.

6. Le GGA na pas deffet cytotoxique sur la survie des kératinocytes
HaCaT aprés 24h de traitement contrairement au Trolox.

7. Le GGA posséde un pouvoir anti-apoptotique significatif supérieur a celui du
Trolox.

8. Le GGA posséde un pouvoir anti-oxydant significatif, notamment en améliorant
l'activité anti-oxydante de la catalase, équivalent au Trolox.

9. Le GGA semble réduire le nombre d'HSP27 et HSP70 activées, ce qui peut

laisser supposer que ce traitement a permis aux kératinocytes de lutter rapidement et
efficacement contre l'atteinte de la peau par les UVB.
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RESUME Thése

La peau humaine est un tissu cible majeur des rayonnements ionisants (RI) et UVB. Nous
avons mis au point un modéle d’explant de peau et choisi 2 types de kératinocytes NHEK et
HaCaT pour étudier la survie et le stress oxydatif induits par ces rayons. Nous avons évalué
I'atteinte oxydative par mesure des ERO produites et des défenses anti-oxydantes cellulaires
induites. Nous avons observé dans la peau irradiée aux Rl une modulation de I'expression
de genes impliqués dans le contréle du stress oxydatif, en accord avec la diminution des
activités enzymatiques de la catalase, glutathion peroxydase et superoxyde dismutase. Le
déséquilibre observé entre I'expression des génes anti- et pro-apoptotiques montre que
'apoptose des kératinocytes serait en partie dépendante de la production d’ERO radio-
induite. Nous avons mis en évidence la différence de radiosensibilité des NHEK et HaCaT
qui serait liee a leur réponse oxydante différentielle. De plus, nous avons montré gu’au cours
de la réépithélialisation cutanée, les NHEK activés aprés RI expriment la kératine 6,
relarguent des cytokines pro-inflammatoires et proliféerent, sans modification de leur
différenciation. Le traitement des NHEK avec le geranylgeranylacétone (GGA) a un effet
bénéfique sur leur activation radio-induite en augmentant le relargage d’IL-1, leur migration
dans la zone "scrappée" et leur survie. Le GGA a un effet anti-apoptotique (induction
d’'Hsp70-caspase3d) et migratoire (activation de P38/RhoA) sur les NHEK, mais aprés R,
seule la voie caspase-3 est induite. Ce travail contribue a une meilleure compréhension des

dommages cutanés aprés Rl et du mode d’action du GGA accélérant la réépithélialisation.
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ABSTRACT

Human skin is a major target tissue for ionising radiation (IR) and UVB. We developed a skin
explant model and used 2 types of keratinocytes to study survival and oxidative stress
induced by these radiations. We examined oxidative damages by measuring ROS produced
and cellular anti-oxidant defences induced. We observed into skin exposed to IR a
modulation of genes expression implied in the control of oxidative stress, confirmed by the
decrease of catalase, glutathione peroxidase and superoxide dismutase enzymatic activities.
The imbalance observed between anti- and pro-apoptotic genes expression shows that
keratinocytes apoptosis may be partly dependent on radio-induced ROS production. We
showed the difference of radiosensitivity between NHEK and HaCaT, which may be linked to
their differential oxidative responses. In addition, during reepithelialization, we demonstrated
that activated NHEK after IR express keratin 6, release pro-inflammatory cytokines and
proliferate, without modification of their differentiation. Treatment of NHEK with
geranylgeranylacetone (GGA) has a beneficial effect on their radio-induced activation by
increasing IL-1 release, their migration in scrapped area and their survival. GGA has an anti-
apoptotic ability (induction of Hsp70-caspase3 pathway) and migratory properties (P38/RhoA
activation) on NHEK, but after IR, only caspase-3 pathway is induced. This work thus
contributes to the understanding of cutaneous damages after IR and GGA mechanism of

action which accelerates reepithelialization.
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