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RESUME

Les ultraviolets A (UVA) sont carcinogenes et produisent des espéces réactives de
I'oxygeéne (ERO). Le récepteur a la mélanocortine de type 1 (MC1R) est un récepteur
couplé aux protéines G (RCPG) qui est impliqué dans la mélanogéneése et dans
I'inflammation cutanée. Certains variants du gene sont associés a un risque accru de
mélanomes et de carcinomes cutanés. Le MC1R est exprimé surtout dans les
mélanocytes mais son expression peut étre induite par les UV in vitro dans les

kératinocytes et in vivo dans la peau. Le récepteur MC1R est activé par I'a-MSH.

L’objectif de ce travail de these a été d’étudier les effets du récepteur MC1R sur le
stress oxydatif induit par les UVA dans des lignées kératinocytaires humaines HaCaT
exprimant le récepteur MC1R ou son variant non fonctionnel Argis1Cys. Nous avons
montré que la production d’ERO intracellulaire induite par les UVA est fortement
inhibée dans les cellules HaCaT-MC1R et que cette inhibition est renforcée en présence
d’a-MSH. L’'inhibition du stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules transfectées
par le MC1R est en partie dépendante de la phosphorylation de la sous-unité activatrice,
NoxA1l de la NADPH oxydase. Le traitement des cellules HaCaT-MC1R par un inhibiteur
du récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR) restaure I'habilité de ces

cellules a induire un stress oxydatif apres irradiation UVA.

Ces résultats montrent que l'activité constitutive du récepteur MC1R dans des
kératinocytes pourrait inhiber le stress oxydatif induit par les UVA via des mécanismes

dépendants de I’AMPc et de 'EGFR.

Morts CLES : «-MSH ; EGFR ; ERO ; kératinocytes ; MC1R ; Nox1 ; UVA.
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Synthese Bibliographique - Partie 1 : Les réponses de la peau aux ultraviolets

PARTIE 1 : LES REPONSES DE LA PEAU AUX
ULTRAVIOLETS

I. INTRODUCTION GENERALE SUR LES ULTRAVIOLETS

Pres de 5% de 1'énergie solaire est émise sous forme de rayonnement ultraviolet
(UV). Les 95% restants sont représentés par la lumiere visible (50%) et les infrarouges
(45%) (Svobodova et al, 2006). Les UV occupent la portion allant de 400 a 100 nm

(Figure 1) et peuvent étre classés en trois catégories (Diffey, 2002):

B Les UVA (400-320 nm);
B LesUVB (320-290 nm);
1 Les UVC (290-200 nm).

5% : 50% ’ 45%

» Lumiére salaire

ULTRAVIOLET .
LUMIERE VISIBLE INFRAROUGE

| uve | UVB | UVA

Longueur d'onde

100 290 320 400 780 {nn1)

Figure 1: Les UV dans le spectre électromagnétique (Svobodova et al,, 2006).

Les UVB et les UVA représentent respectivement 5% et 95% des UV terrestres
(Madronich et al.,, 1998). Les UVB n’atteignent que I'épiderme et le derme superficiel. En
revanche, les UVA péneétrent plus profondément dans la peau en atteignant le derme

profond.

Les UV ont des effets bénéfiques pour la santé car ils participent a la synthese de
la vitamine D et sont utilisés dans le traitement de certaines maladies de la peau comme
le psoriasis, le vitiligo ou I'eczéma. Néanmoins, lors d'expositions solaires prolongées
et/ou répétées, ils peuvent étre impliqués dans la survenue des cancers cutanés

(mélanomes et carcinomes) et du vieillissement prématuré de la peau (Figure 2).
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A A
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D

CARCINOGENESE

Figure 2: Action des UV au niveau cellulaire (Svobodova et al., 2006).

II. LA PEAU

La peau constitue une barriere contre les effets déléteres des UV et des molécules
chimiques exogénes. Elle est constituée de quatre couches qui sont, de la surface vers
I'intérieur : 'épiderme, la jonction dermo-épidermique (JDE), le derme et 'hypoderme

(Figure 3).

couche cornée  couche
i de malpighi
ouverture du conduitl

7 . .~ sudorifere

.f/ i / pﬂ

- glande séhacée
,-‘

l?pucha hasale

. |—épiderme

——derme

sudoripare fibres de

collagéne

— tissu
sous-cutané
__|ihwypoderme)

papille follicule corpuscule
du poil  pileux de pacini

vaisseau sanguin

Figure 3: Coupe schématique de peau humaine. On distingue les trois couches principales :
épiderme, derme et hypoderme. Illustration extraite de http://www.epitact.com.
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I1.1. L’épiderme

L’épiderme, partie la plus superficielle de la peau, est constitué de quatre types
cellulaires : les kératinocytes d’origine ectoblastique, les mélanocytes provenant des
crétes neurales, les cellules de Langerhans issues de la moelle hématopoiétique et les

cellules de Merkel dérivant des cellules souches de I'épiderme embryonnaire (Figure 4).

Figure 4: Structure de I'épiderme. 1: mélanocyte. 2: kératinocyte de la couche basale. 3:
kératinocyte de la couche spineuse. 4: cellule de Langerhans. 5: desmosomes. 6: kératinocyte de
la couche granuleuse contenant des grains de kératohyaline. 7: cornéocytes. a: membrane
basale. b: couche basale. c: couche spineuse. d: couche granuleuse. e: couche cornée (Dubus and
Vergier, 2000).

I1.1.1. Les kératinocyvtes

Les kératinocytes représentent 90% des cellules de I'épiderme. Ces cellules
assurent trois grandes fonctions : la cohésion de I'épiderme, la fonction de barriere et la
protection contre les radiations lumineuses grace aux mélanosomes qu’ils ont
phagocytés. Les kératinocytes subissent en permanence une évolution morphologique
ce qui permet de distinguer sur une coupe d’épiderme, la couche basale, la couche

spineuse, la couche granuleuse et la couche cornée (Figure 4).
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I1.1.2. Les mélanocytes

La fonction principale des mélanocytes est la synthése des mélanines. Dans
I'épiderme, les mélanocytes sont situés principalement dans la couche basale. Ils ont un
aspect étoilé et leurs prolongements cytoplasmiques s’insinuent entre les kératinocytes.
[Is sont dépourvus de systémes de jonctions intercellulaires avec les cellules voisines. Le
nombre de mélanocytes est sensiblement identique dans toutes les populations
humaines, la différence de couleur s’expliquant par la qualité et la quantité de pigments

que ces cellules produisent.

[1.1.2.1. La mélanine

La mélanine est le pigment produit par les mélanocytes au niveau d’organites
cytoplasmiques appelés mélanosomes. On décrit deux types de pigments mélaniques :
I'’eumélanine qui est noire-marron et la phéomélanine qui est jaune-orangée ; pigments
produits a partir de la .-tyrosine. L’eumélanine, contrairement a la phéomélanine, a un
role photoprotecteur. La synthése de la mélanine est régulée par des hormones et par

des cytokines telles que I'a-MSH, le FGF basique, 'HGF et I'insuline.

La mélanogenese sera étudiée plus en détail dans la partie 2 de la synthese

bibliographique.

[1.1.2.2. Les mélanosomes

On distingue quatre stades de différenciation des mélanosomes. Les stades I et Il
correspondent a des organites non mélanisés appelés pré-mélanosomes. Dans les
mélanosomes de type III, la mélanine commence a s’accumuler. Enfin, dans les
mélanosomes de type IV, I'accumulation de pigments est telle que la structure interne

n’est plus visible.
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L’exposition solaire entralne une stimulation de la mélanogeneése et une
augmentation du nombre de mélanocytes soit par différenciation des mélanoblastes
quiescents soit par divisions cellulaires des cellules matures (Gilchrest and Eller, 1999;

Miyamura et al.,, 2007; Park et al., 2009a).

I1.1.3. Les cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans représentent 3 a 8% des cellules épidermiques. Ce
sont des cellules dendritiques présentatrices d’antigene situées au niveau de la couche

spineuse de I'épiderme (Figure 4).

I11.1.4. Les cellules de Merkel

Les cellules de Merkel constituent la population cellulaire minoritaire de
I'épiderme. Situées de facon dispersée dans la couche germinative (Figure 4), les
cellules de Merkel sont des cellules neuro-endocrines qui expriment certains marqueurs
neuronaux (chromogranine ou synaptophysine) et des marqueurs épithéliaux comme la

kératine.

II.2. La jonction dermo-épidermique

La jonction dermo-épidermique (JDE) joue un role fondamental dans 1'adhésion

dermo-épidermique et a une fonction de barriere entre I'épiderme et le derme.

II.3. Le derme et I’hypoderme

Le derme et I'hypoderme sont des tissus conjonctifs richement vascularisés et

innerveés. IIs ont pour origine le mésoblaste intra-embryonnaire.
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Le derme comprend lui-méme deux zones: une zone superficielle appelée derme
papillaire et une zone profonde appelée derme réticulaire. L'hypoderme est constitué de

lobules graisseux servant de passage aux vaisseaux et nerfs destinés au derme.

II1. LES REPONSES IMMEDIATES AUX UV

L’exposition de la peau aux UV va entrainer le développement d’'un grand nombre

de réactions cutanées immédiates et a court terme.

III.1. L’érythéme actinique

L’érythéme actinique ou coup de soleil est produit par une exposition excessive
aux UV qui sont alors absorbés par I’ADN des cellules. La rougeur de la peau qui en
résulte est due a la libération de substances inflammatoires qui diffusent dans
I'épiderme et parviennent aux capillaires sanguins qui se dilatent. L'intensité et la durée
de I'érytheme sont proportionnelles a la dose d’UV regue par les différentes couches de
kératinocytes (Saunders and Diffey, 1995). Ce sont les UVB qui sont les principaux

responsables de ce phénomene.

II1.2. L’épaississement de I’épiderme

Suite a I'agression des UVB, les kératinocytes de la couche basale (Figure 4) se
divisent activement et contribuent ainsi a un épaississement global de I'épiderme. Une
certaine photoprotection est donc ainsi procurée dont I'importance dépend également

des nouvelles mélanines synthétisées.
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II1.3. La pigmentation

La pigmentation dite immédiate est une pigmentation transitoire de la peau
exposée qui peut étre induite par une dose suffisante d’'UVA (10 J/cm?2) et/ou par la
lumieére visible (Rosen et al., 1990). La pigmentation immédiate est due a la photo-

oxydation de la mélanine pré-existante.

La pigmentation dite adaptative ou bronzage est induite par les UVA et les UVB.
Elle implique une augmentation du nombre de mélanocytes fonctionnels, la stimulation
de la mélanogenése, une augmentation de la dendricité des mélanocytes et une
augmentation de la syntheése et du transfert des mélanosomes. La réponse pigmentaire
de la peau aux UV est déterminée en majeure partie par la pigmentation constitutive

(Kadekaro et al., 2003).

I11.4. Le photovieillissement cutané ou héliodermie

Le photovieillissement cutané est essentiellement lié a un effet cumulatif des
radiations UVA entrainant la formation d’especes réactives de I'oxygene (ERO) toxiques

pour les cellules.

II1.5. La production de vitamine D3

Un des principaux effets bénéfiques des UV sur la peau est la synthese de la
vitamine D3 (Holick, 1994, 2002). Les UVB convertissent le 7-déhydrocholestérol dans
I'épiderme en prévitamine D3 qui est immédiatement isomérisée en vitamine D3. La
prévitamine D3 est photolabile et une exposition excessive aux UV entraine sa photolyse
en photoproduits biologiquement inertes, le lumistérol et le tachystérol. Par conséquent,
seules de faibles expositions au soleil sont nécessaires a la synthése de la vitamine Ds.
Une fois la vitamine D3 produite dans la peau, elle est métabolisée dans le foie en 1,25-
(OH); vitamine D3 (Figure 5), la forme active de '’hormone nécessaire a 'absorption du

calcium (Webb and Holick, 1988).
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Figure 5: Structure de la vitamine D3.

IV. LES DOMMAGES DE L’ADN

Les UVB agissent sur I’ADN via des processus d’excitation des bases nucléiques,
indépendamment de l'oxygéne, et induisent des empreintes mutationnelles
caractéristiques au niveau des sites bipyrimidiques incluant les séquences TC et CC (van
Kranen et al., 1997). A I'inverse, les UVA sont principalement a I'origine des réactions de

photosensibilisation et de photo-oxydation (Cadet et al.,, 2005).

IV.1. Les dommages induits par les UVA

Les UVA activent des chromophores endogénes comme la riboflavine, les
porphyrines, les quinones ou la phéomélanine. Cette activation conduit a la génération
d’ERO induisant des dommages de 'ADN, des protéines, des lipides et des saccharides
(Cadet et al., 2001). Les réactions de photosensibilisation aux UVA font intervenir deux

mécanismes principaux dépendants des propriétés du photosensibilisateur.

Le mécanisme de type I implique une réaction de transfert d’électrons ou d’atome
d’hydrogene entre le photosensibilisateur excité et le substrat (Figure 6). Ce mécanisme
ne requiert pas la présence d’oxygene. Cette réaction, qui a pour cible préférentielle la
base guanine, est appelée photosensibilisation (de Gruijl, 2000; Pouget et al, 2000;
Ravanat et al, 2000). Les guanines sont converties en leur cation radical par une

réaction d’oxydation. Le radical peut ensuite réagir avec I'’eau ou perdre un proton.
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Une réaction secondaire de ce mécanisme est la formation du radical superoxyde
(Oz*-) par réaction de l'oxygéne moléculaire avec le radical anion du
photosensibilisateur. L’0z*- peut engendrer, par dismutation, du péroxyde d’hydrogene
(H202) qui, en présence d'un métal de transition sous forme réduite comme l'ion ferreux,

est a 'origine du radical hydroxyle (*OH) tres réactif (Figure 6).
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Figure 6 : Dommages induits par les UVA et formation des ERO. Sen : photosensibilisateur ;

Sen* : photosensibilisateur excité ; R: chromophore ; Me*: cation métallique (Svobodova et al,
2006).

Le mécanisme de type II implique une absorption d’énergie par le
photosensibilisateur et un transfert sur 'oxygene. Cette molécule se trouve alors dans
un état excité dit singulet lui permettant de réagir ensuite avec la base guanine pour
former spécifiquement la 8-0xo-7,8-dihydroguanine ou 8-oxoGua (Douki et al., 1999). Le

rayonnement UVA induit ainsi un stress dit oxydant (Figure 7).
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Figure 7: Formation de la 8-oxoGua. La 8-oxoGua est générée a partir de 'oxydation du résidu
guanine (Vaisman and Woodgate, 2001).
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Cependant, des travaux récents ont montré que l'induction de dimeres de
pyrimidine était plus importante que celle de 8-oxoGua apres irradiation de la peau par
les UVA (Mouret et al, 2006). Cette formation, dont le mécanisme reste a élucider
completement, ne révele probablement pas d'un mécanisme de photosensibilisation

mais d’'un mécanisme d’action direct des UVA sur ’ADN (Mouret et al., 2010).

IV.2. Les dommages induits par les UVB

Le rayonnement UVB, dont I’énergie lumineuse est directement absorbée par
I’ADN, induit principalement des modifications des bases pyrimidiques (Cadet et al,

1990; Douki and Cadet, 2001).

Les principaux photoproduits générés sont des dimeres de type cyclobutane, des
adduits pyrimidine (6-4) pyrimidone (6-4 PP), des isomeres de valence Dewar et des
mutations tandem CC -> TT, appelées signatures spécifiques de lirradiation UVB

(Figure 8).

0 | “' ) ¥ N \l =0
R R R
Diméres de
cyclobutane

Isoméres de
valence Dewar

Figure 8: Structure des dimeéres formés entre deux bases pyrimidiques adjacentes apres
irradiation par les UVB. (Pattison and Davies, 2006; Svobodova et al., 2006).
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V. L'APOPTOSE

V.1. Généralités

L’apoptose est un processus physiologique de mort cellulaire hautement régulé et
conservé qui permet I'élimination, sans processus inflammatoire, des cellules dont la
présence n’est plus indispensable (Danial and Korsmeyer, 2004; Hotchkiss et al, 2009;
Leach, 1998; Raskin, 1997). Elle répond a deux grands types de situations. Dans le
premier cas, il s’agit de la « mort cellulaire programmeée » telle qu’on peut l'observer au
cours de la maturation embryonnaire, du renouvellement tissulaire ou lors de la réponse
immunitaire. Dans le second cas, 'apoptose permet de protéger 'organisme contre un
agent viral ou contre des cellules génétiquement lésées, en sacrifiant les cellules

infectées.

Il existe deux voies apoptotiques principales activées toutes les deux par les
caspases (Danial and Korsmeyer, 2004; Thornberry and Lazebnik, 1998) mais qui

dépendent de l'origine du stimulus de mort :

1 Lavoie intrinseque dépendante de la mitochondrie (Figure 9) ;

1 Lavoie extrinseque dépendante des récepteurs de mort cellulaire (Figure 10).

V.1.1. La voie intrinséque

La voie intrinseque apopotique est sous le controle de Bcl-2 (pour B-cell
lymphoma 2) et a lieu au niveau de la mitochondrie. Elle est initiée par des signaux
intrinseéques entrainant I'activation des caspases (Figure 9). Les protéines Bcl-2 peuvent

étre classées en trois catégories (Borner, 2003) :

B Les facteurs de survie anti-apoptotiques Bcl-2-like (Bcl-2, Bcl-xi, Mcl-1) ;
I Les facteurs de mort pro-apoptotiques BH3-only (Bad, Bid, Noxa, PUMA) ;
B Les facteurs de mort pro-apoptotiques Bax-like (Bax, Bak).
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Les protéines Bcl-2 vont initier la voie apoptotique intrinséque en formant des
pores au niveau de la membrane mitochondriale. Une fois ces pores formés, les
molécules pro-apoptotiques AIF, Smac, DIABLO et le cytochrome c sont libérées de la
mitochondrie. Le cytochrome c interagit alors avec une protéine appelée Apaf

Y

(Apoptotic Protease Activating Factor) qui, a son tour active la caspase-9 puis la

caspase-3. Un complexe multiprotéique (apoptosome) se forme alors contenant le

cytochrome c, Apaf-1, la procaspase-9 et de I'ATP (Figure 9).
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Figure 9 : La voie intrinseque apoptotique (Hotchkiss et al., 2009).

V.1.2. La voie extrinséque

La voie extrinseque apoptotique ou voie des récepteurs de mort est initiée par
des ligands extracellulaires comme le TNF-a, FasL (Fas ligand)/CD95L, TWEAK et
TRAIL. Ces ligands se lient a leurs récepteurs respectifs qui sont TNF-R, Fas/CD95, DR3,
DR4/DR5 (Figure 10). Apres la liaison du ligand sur le récepteur, on observe un
changement conformationnel dans le domaine intracellulaire qui révele la présence d'un
domaine spécifique appelé domaine de mort (DD) (Figure 10). Apres activation, les
récepteurs recrutent sur leur face cytoplasmique des protéines adaptatrices comme
FADD (Fas-Associated Death Domain protein) et TRADD (TNF-R-Associated Death
Domain protein). La caspase-8 initiatrice se lie alors a la protéine adaptatrice, au niveau
du domaine effecteur de mort (DED pour Death Effector Domain) ce qui résulte en la
formation d’'un casposome ou DISC (Death-Inducing Signaling Complex) (Borner, 2003;

Cohenetal.,, 2007).
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Figure 10 : Voie extrinséque apoptotique et récepteurs de mort cellulaire. (Hotchkiss et al.,
2009).

V.2. Les mécanismes de I’'apoptose induite par les UV

L’apoptose induite par les UV implique la contribution indépendante des

photoproduits de ’ADN, des récepteurs de mort cellulaire et des ERO.

V.2.1. Le role des caspases et des facteurs Bcl-2

De nombreuses études ont montré que l'activation des caspases dans les
kératinocytes humains exposés aux UVB se déroulait via la voie intrinseque
mitochondriale (Assefa et al.,, 2003a; Assefa et al., 2003b; Sitailo et al., 2002). Les travaux
de Sitailo et al. (Sitailo et al., 2002) ont mis en évidence, dans des kératinocytes humains,
que la caspase-9 était la caspase dominante dans la cascade de mort cellulaire induite
par les UVB. La surexpression de Bcl-2 dans des kératinocytes humains bloque le clivage
de Bid et I'apoptose induite par les UVB (Assefa et al., 2003a). Dans ce contexte, la voie
apoptotique mitochondriale et la famille de protéines régulatrices Bcl-2 semblent jouer

un réle important.
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La balance entre molécules pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bid) et molécules anti-
apoptotiques (Bcl-2, Bcl-x1) détermine si 'apoptose est induite ou inhibée (Kroemer,
1997). Les protéines anti-apoptotiques empéchent la perméabilité mitochondriale ainsi

que la libération de cytochrome c et d’ERO dans le cytoplasme (Reed, 1997).

V.2.2. Lerole du suppresseur de tumeurs p53

Le suppresseur de tumeurs p53 est qualifié de « gardien du génome » et son role
consiste a induire l'arrét du cycle cellulaire. Ce processus est alors suivi de la réparation
de 'ADN grace a des systemes cellulaires spécialisés qui empéchent la réplication de
I’ADN endommagé et 'accumulation d’altérations génétiques. De plus, p53 a un role
crucial d’'inducteur apoptotique afin d’éliminer les cellules défectueuses et

précancéreuses (Ziegler et al, 1994).

La spécificité de p53 dans les réponses induites par les UVB a été mise en
évidence grace a son réle dans la formation de kératinocytes apoptotiques appelés
« sunburn cells » (SC) (Claerhout et al,, 2006; Daniels et al., 1961; Murphy et al, 2001).
Ces cellules sont fortement endommagées et sont en général dirigées vers un processus
apoptotique. Dans ce contexte, 'apoptose se révele tres utile pour I’élimination de
cellules susceptibles de devenir cancéreuses. De plus, p53 médie la voie apoptotique
mitochondriale en interagissant directement avec la mitochondrie et/ou avec des

protéines régulatrices de 'apoptose comme Bcl-2.

V.2.3. Le role des lysosomes

La perméabilité membranaire lysosomiale, en libérant des enzymes
protéolytiques dans le cytosol suite a une exposition aux UV, contribue a la mort
cellulaire (Roberg et al,, 1999; Roberg and Ollinger, 1998). La perméabilité membranaire
lysosomiale précede la libération de cytochrome c et l'activation des caspases en
réponse a des agents inducteurs d’apoptose comme le stress oxydatif (Roberg et al,

1999).
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Les dommages oxydatifs induits par les UVA dans les lysosomes sont suivis d'une
dégradation de la ferritine puis d’une libération de fer libre dans le cytosol, entrainant

des dommages cutanés (Pourzand et al., 1999).

VI. L'IMMUNOSUPPRESSION

Les UV sont absorbés par I'épiderme et induisent des altérations dans les
fonctions immunitaires, on parle de photo-immunosuppression (PIS) (Figure 11) (de
Gruijl, 2008; Hanneman et al, 2006; Murphy, 2009; Norval, 2006). Ils induisent une
diminution de 'immunité acquise et de I'immunité innée. IIs agissent en initiant une
cascade d’évenements tels que des dommages membranaires, des dommages de '’ADN
(Kripke et al, 1992), une induction de certains facteurs de transcription cytoplasmiques,
un profil de cytokines particulier et une isomérisation de I'acide urocanique (UCA) (De

Fabo and Noonan, 1983; Norval et al.,, 1995).
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Figure 11 : Les mécanismes de I'immunosuppression induite par les UV. IL, interleukine ;
UCA, acide urocanique ; PGE2 : prostaglandine E2 ; KC, kératinocyte ; LAK, cellule activée par les
lymphokines ; LC, cellule de Langerhans ; MC, mélanocyte ; Mph, monocyte/macrophage ; NK,
cellule « natural killer » (Duthie et al., 1999).
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Le systéeme immunitaire cutané, appelé SALT (pour Skin-Associated Lymphoid
Tissue) comporte des cellules dendritiques (Meunier et al, 1993), des kératinocytes
producteurs de cytokines, le réseau endothélial des veinules post-capillaires, des lymphocytes
T et le systeme lymphoide régional. Les cellules de Langerhans épidermiques
représentent les cellules présentatrices d'antigénes de 1'épiderme et jouent un role critique
dans l'immunosurveillance des épithéliums de revétement contre de nombreux agents
exogenes (Meunier et al, 1998). Ces cellules expriment a leur surface les molécules du
complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe II et se distinguent par I'expression
de la molécule CD1a. Elles captent les éléments étrangers de I'organisme et le protége en

initiant une réponse immunitaire a médiation cellulaire.

VI.1. Les mécanismes de la PIS

Les UVB peuvent induire une immunosuppression locale et systémique (Meunier,

1999). Les mécanismes impliqués dans la PIS sont complexes et font intervenir:

B Une action sur les cellules de Langerhans: les UV peuvent agir directement
sur celles-ci mais également en activant la production de certaines

cytokines par les kératinocytes (TNF-q, IL-1, IL-12 et surtout IL-1D) ;

B L'isomérisation d'un photorécepteur de la couche cornée, l'acide trans

urocanique (UCA) en dérivé cis immunosuppresseur ;

B Des cellules monocytaires CD36*DR*CD1a- qui apparaissent dans 1'épiderme

apres une forte dose d'UV.

Les UV modifient le nombre, le phénotype et la fonction des cellules de
Langerhans (Kitajima and Takashima, 1999). Ces effets s'observent non seulement avec
les UVB mais également avec les UVA longs (UVA1) (Dumay et al, 2001). Apres
irradiation, les cellules de Langerhans sont susceptibles d'entrer en apoptose et/ou de perdre

leurs processus dendritiques.
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VI.2. Role de I'ADN au cours de la PIS

L'action du rayonnement UVB sur I'ADN est largement dominée par la formation
de photoproduits dimériques entre deux bases pyrimidiques adjacentes. La formation de
ces dimeres dans les kératinocytes pourrait entrainer la production anormale de

certaines cytokines comme I'IL-6, I'lL-10 ou le TNF-c.

VIL.3. Role de I'acide urocanique

L'isomere trans de I'UCA est synthétisé dans la couche cornée a partir de
I'histidine sous l'action d’une enzyme, I'histidine ammonia-lyase. Il est transformé en
partie en isomere cis sous l'action des UV. Le cis-UCA semble jouer un réle essentiel au
cours des toutes premieres phases de la PIS (Norval et al., 1995; Norval et al., 1989). 1l est
impliqué dans la diminution des réactions dhypersensibilité retardée (HSR) et

d'hypersensibilité de contact (HSC) observées apres irradiation par les UVB.

VII. L’INFLAMMATION

Les UV augmentent le flux sanguin et l'infiltration par les leucocytes, comme les
macrophages et les neutrophiles, dans la peau (Di Nuzzo et al., 2000; Katiyar et al., 1999;
Meunier et al., 1995). L’augmentation de la production d’oxyde nitrique (*NO) et des
prostaglandines contribue a ces événements (Warren et al, 1993; Weller, 1997). De
plus, I'augmentation de I'’expression de molécules d’adhésion, comme ICAM-1, a la
surface des kératinocytes contribue également a l'infiltration des leucocytes dans la
peau et est nécessaire a leur interaction avec les kératinocytes. ICAM-1 est inductible
par le TNF-q, I'IL-13, I'lFN-y et les UV (Krutmann et al., 1990). L’induction d'ICAM-1 par
les UVB, dans la lignée kératinocytaire humaine HaCaT, fait intervenir les ERO et le

facteur de transcription NF-kB (Lee Jin Park, 2006).
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La péroxydation lipidique induite par les UV augmente la production des
prostaglandines (PG), comme PGE;, a l'origine de l'inflammation cutanée (Hruza and
Pentland, 1993). La PGE; est produite a partir de I'acide arachidonique par la forme
inductible de la cyclooxygénase (COX), COX-2. En effet, comme I'activité phospholipase
est induite par les UV, ceci augmente la disponibilité de I'acide arachidonique pour la
production des PG. D’autres médiateurs chimiques, comme le TNF-a et I'IL-1q,

contribuent également a I'inflammation induite par les UV (Grewe et al., 1993).

VIII. LE STRESS OXYDATIF

Le stress oxydatif fera l'objet de la partie 3 de la synthése bibliographique.

Les ERO sont des entités a faible vie, générées de facon continue et a faibles doses
au cours du métabolisme aérobie. Leur production excessive, lors d'une exposition aux
UV, a une action délétere sur les protéines, 'ADN et les lipides membranaires
(péroxydation lipidique). Les conséquences de cette production de radicaux libres sont
les suivantes : rupture des membranes biologiques, inactivation de certains récepteurs,
libération de produits de péroxydation mutagenes et cytotoxiques. La production d’ERO
implique l'intervention de photosensibilisateurs endogenes variés comme Ia
phéomélanine, expliquant en partie le risque accru de cancers cutanés chez les sujets

blonds ou roux.

IX. LES CANCERS CUTANES

La photocarcinogenése cutanée se définit comme I'ensemble des phénomeénes
aboutissant a la formation d’un cancer de la peau dii aux UV (Black et al., 1997; de Gruijl,

2000; Nishigori, 2006) (Figure 12).
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Cancer cutané

Figure 12: Photocarcinogenése et mécanismes de protection intrinséques contre les
cancers cutanés induits par les UV. (Runger, 2007).

Les cancers cutanés sont les cancers les plus fréquemment rencontrés et
représentent plus de 100.000 nouveaux cas par an en France (source aolit 2009). Les
radiations UV sont I'élément étiologique majeur responsable de ces cancers (English et
al, 1998; Monograph, 1992; Rosso et al., 1996). 90 a 95% des cancers cutanés sont
représentés par les carcinomes basocellulaires et épidermoides (prolifération des
kératinocytes) et 5 a 10% sont représentés par les mélanomes (prolifération des
mélanocytes). D’autres facteurs comme 1'épaisseur de la peau, la pigmentation cutanée
et les mécanismes de réparation de ’ADN peuvent influencer les réponses de la peau aux
UV et par conséquent, le risque de développer un cancer cutané. Deux types d’exposition
solaire peuvent entrailner l'apparition d’'un cancer cutané: les expositions intermittentes
aigués sur une peau non préparée (mélanomes) ou les expositions chroniques

(carcinomes).

IX.1. Les carcinomes

Les carcinomes cutanés sont représentés essentiellement par les carcinomes
basocellulaires (CBC), les plus fréquents, d’évolution lente, qui ne métastasent jamais et

par les carcinomes épidermoides (CE) qui peuvent métastaser (Einspahr et al.,, 2002).
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Le CBC ne survient jamais sur une 1ésion précancéreuse alors que ce n’est pas le
cas du CE qui peut survenir a partir d’'une kératose actinique, d'une radiodermite ou

d’une brilure.

IX.2. Les mélanomes

Le mélanome est un cancer cutané rare mais extrémement grave (plus de 25% de
mortalité a 5 ans). 7.000 nouveaux cas de mélanomes sont diagnostiqués chaque année
en France et ce cancer est responsable de plus de 1.000 déces. L’épaisseur de la tumeur
(indice de Breslow) reste 'indice pronostique le plus fiable pour déterminer la survie a 5
ans. Le mélanome apparait en peau saine sous forme d'une tache pigmentée
ressemblant a un grain de beauté. Dans 25% des cas environ, le mélanome est une
dégénérescence d'un grain de beauté dont les contours, la couleur et l'aspect se

modifient.
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PARTIE 2 : RECEPTEURS AUX MELANOCORTINES DE
TYPE 1 (MC1R) ET a-MSH

Les récepteurs aux mélanocortines sont des récepteurs couplés aux protéines G
(RCPG) qui regroupent cinq membres (MC1R, MC2R, MC3R, MC4R et MC5R) (Cone,
2000). Chaque sous-type de ce récepteur est exprimé spécifiquement dans certains
tissus et régule diverses fonctions biologiques. Au cours de ce projet de these, nous nous
sommes particulierement intéressés au récepteur MC1R qui est exprimé au niveau de la

peau et est impliqué dans la régulation de la pigmentation et de I'inflammation.

I. GENERALITES SUR LES RCPG

Les RCPG représentent la plus grande famille des récepteurs membranaires. Ces
récepteurs ont la capacité de lier des ligands de nature trés diverse comme des photons,

des peptides ou des hormones.

I.1. La structure des RCPG et des protéines G

I.1.1. La structure des RCPG

La structure des RCPG est basée sur le modele de la rhodopsine dont la structure
tridimensionnelle a été résolue en 2000 (Palczewski et al, 2000). Ces récepteurs sont
caractérisés par une structure a sept hélices o transmembranaires (TM), reliée par trois

boucles extracellulaires (e1, ez, e3) et trois boucles intracellulaires (iy, iz, i3) (Figure 13).
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Figure 13 : Structure des RCPG (Bockaert and Pin, 1999).

Les RCPG sont répartis en trois classes (Bockaert and Pin, 1999). La classe A, dont
font partie la rhodopsine et le MC1R, est la plus représentée. La classe B des RCPG
comprend les récepteurs liant la calcitonine et la sécrétine et la classe C regroupe les

récepteurs du glutamate, du GABA (acide gamma-aminobutyrique) et du calcium.

1.1.2. La structure des protéines G

Les protéines hétérotrimériques ou protéines G portent une activité GTPasique.
Ces protéines intracellulaires, localisées préférentiellement au niveau de la membrane
plasmique, forment un assemblage tripartite composé d’'une sous-unité Ga et d'un
complexe Py indissociable (Figure 13). Les sous-unités Ga sont classées en quatre
familles: Gassorr, Gatijo, Gag11, Gaiz/1z (Gilman, 1987) et sont composées de deux
domaines bien distincts : un domaine GTPase impliqué dans I'’échange GDP/GTP et dans
I'hydrolyse du GTP ainsi qu'un domaine riche en hélices a susceptible d’interagir avec

les RCPG et la sous-unité G[3.
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I.2. Les mécanismes d’activation des RCPG

I.2.1. L’activation des protéines G

A T'état inactif, 1a protéine G comprend les trois sous-unités Ga, G et Gy. La sous-
unité Ga lie une molécule de GDP (guanosine diphosphate) au niveau de son domaine
GTPase. L’activation du récepteur par son agoniste se traduit par un couplage du
récepteur a la protéine G puis par une diminution de l'affinité de la sous-unité Ga pour le
GDP, qu’elle expulse (Gilman, 1987; Neer, 1995). La conséquence majeure de ’échange
GDP/GTP semble étre une dissociation du complexe hétérotrimérique : Ga-GTP et le
complexe GBy (Neer, 1995). Les sous-unités dissociées activent alors différents
effecteurs spécifiques comme I'adénylate cyclase (AC) ou la phospholipase C (PLC). Pour
terminer le cycle, une RGS (pour Regulator G-protein Signaling) déphosphoryle le GTP

en GDP ce qui met fin au signal d’activation.

1.2.2. La transduction du signal

La liaison d’un ligand sur son récepteur et I'activation successive de la protéine G,
représentent les deux premieres étapes indispensables a la transmission d’un signal a
I'intérieur de la cellule. La protéine Ga activée peut interagir avec différentes classes

d’effecteurs dont I’AC et la PLC.

L’adénosine 3’, 5’-monophosphate cyclique (AMPc), considéré comme second
messager, est produit a partir d’adénosine triphosphate (ATP) par I’AC membranaire.
Certains récepteurs peuvent controler la production d’AMPc en agissant via 'activation

de protéines G spécifiques, capables de stimuler (Gs) ou d’inhiber (Gi) sa production.

D’autres protéines G sont associées a des voies de signalisation activant la PLCf.
Cette enzyme membranaire, une fois activée par la sous-unité Gag, clive le phosphatidyl-
inositol-4,5-diphosphate en inositol triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). Ces

deux seconds messagers agissent a leur tour comme des effecteurs.
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L’IP3 se lie sur des canaux calciques du réticulum endoplasmique (RE) et permet
d’augmenter la concentration cytoplasmique en calcium. Le DAG agit sur la protéine

kinase C (PKC) et favorise I'ouverture de canaux calciques membranaires.

I.3. La désensibilisation des RCPG

La majorité des RCPG posseéde un mécanisme de désensibilisation homologue
(Figure 14) qui consiste en une atténuation de la signalisation suite a la liaison de
I'agoniste (Luttrell and Lefkowitz, 2002 ; Pitcher, 1998). Ce mécanisme permet d’éviter
une stimulation prolongée du récepteur. Cette régulation négative nécessite un

découplage physique entre le récepteur et les protéines G.

Agonist

¥

Desensitization Plasma membrane

# Af % Internalization
G protein Biological @

effect
Recycling %

k. Endosome

Dephosphorylation

Degradation

Lysosome

Figure 14: Internalisation et désensibilisation des RCPG. [3 Arr: (-arrestine; GRK: G-
protein Receptor Kinase ; PPP : phosphorylation ; GPCR : G-Protein Coupled Receptor (Calebiro
etal, 2010).

La désensibilisation homologue dépend de la phosphorylation du récepteur lié a
son agoniste sur des résidus sérine (Ser) et thréonine (Thr) localisés au niveau de

I'extrémité C-terminale (Bouvier et al., 1988; Hausdorff et al., 1989; Lohse et al., 1990).
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Les mécanismes principaux de la désensibilisation des RCPG font intervenir
plusieurs classes de protéines kinases: la PKA et la PKC activées par les seconds
messagers (AMPc, calcium et DAG) qui phosphorylent le récepteur indépendamment de
son état conformationnel (Hausdorff et al., 1989) et une famille de kinases spécifiques
des RCPG appelée GRK (pour G-protein Receptor Kinase) (Luttrell and Lefkowitz, 2002 ;
Pitcher, 1998) qui phosphoryle le récepteur dans sa conformation active (Ferguson et
al, 1996; Lohse et al,, 1989). Cette phosphorylation se traduit par le recrutement a la
membrane plasmique d’une protéine cytosolique, la B-arrestine (Lohse et al., 1990). La
[-arrestine joue un role fondamental dans l'internalisation des RCPG car elle permet la
formation des puits recouverts de clathrine et peut interagir avec la protéine adaptatrice
de clathrine AP2 dans le phénomeéne d’endocytose (Goodman et al., 1996; Laporte et al.,
1999). Le récepteur internalisé peut alors suivre deux voies ; il peut étre recyclé a la

membrane cellulaire, on parle alors de resensibilisation, ou étre dégradé.

II. LE RECEPTEUR AUX MELANOCORTINES DE TYPE 1

II.1. Généralités sur les récepteurs aux mélanocortines

Les récepteurs aux mélanocortines sont tous des RCPG a sept hélices
transmembranaires, qui médient leurs effets intracellulaires en activant des voies
dépendantes de 'AMPc. Ces cing récepteurs montrent des affinités différentes pour
leurs ligands, les mélanocortines (MCs), et des niveaux d’expression spécifiques dans
certains tissus (Tableau 1). La liaison du ligand sur le récepteur est rendue possible car
les MCs possedent une seconde boucle intracellulaire et des domaines C- et N-terminaux

de petite taille (Catania et al,, 2004).
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Récepteur Agonistes Antagonistes Expression Fonction
a- . :
MR MSHACTE  agu  fele o amenton
MSH>y-MSH
MC2R ACTH Cortex adrénal stéroidogenese
a-MSH=43- Systéme nerveux Reg:;sgligsiiifggcezons
MC3R MSH=y- AgRP central, placenta, thermoré ulation’
MSH=ACTH systeme digestif . suration,
immunomodulation
<« Systéme nerveux Homéostasie
MC4R MSH=ACTH>B- AgRP, Agouti y central énergétique, fonction
MSH>y-MSH érectile, douleur
Peau, glande
adrénale, thymus,
a- reproduction, Régulation des fonctions
MC5R MSH>ACTH=[3- estomac, exocrines,
MSH>>y-MSH lymphocytes, immunomodulation.
systéeme nerveux
central

Tableau 1 : La famille des récepteurs aux mélanocortines (Maaser et al., 2006).

I1.1.1. Le récepteur MC1R

Le récepteur MC1R, qui posséde 317 acides aminés, a été le premier récepteur
aux meélanocortines a avoir été cloné (Chhajlani and Wikberg, 1992; Mountjoy et al.,
1992). Ce récepteur a un role primordial dans la physiologie cutanée, I'inflammation et

la mélanogenese (Slominski et al., 2000).

Le récepteur MC1R est exprimé dans les mélanocytes (Roberts et al, 2006) et
dans les cellules du systéme immunitaire comme les macrophages (Star et al, 1995), les
lymphocytes (Neumann Andersen et al., 2001), les cellules dendritiques (Becher et al,
1999) et les neutrophiles (Catania et al., 1996). De plus, le récepteur MC1R est induit par
les UVB in vitro dans les kératinocytes humains normaux (Chakraborty et al, 1999;

Garcin et al., 2009) et dans I'épiderme in vivo (Schiller et al., 2004).
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I1.1.2. Le récepteur MC2R

Le récepteur MC2R régule la libération des stéroides par le cortex adrénal, via
I'activation de la PKA, ce qui est essentiel pour la synthése des enzymes stéroidiennes

(Penhoat et al,, 1989).

I1.1.3. Le récepteur MC3R

Le récepteur MC3R a des affinités de liaison similaires pour toutes les MCs. Le
MC3R est exprimé dans le systéme nerveux central, dans les tissus périphériques et dans
les cellules immunitaires. L’activation de ce récepteur passe par une activation des voies
de signalisation dépendantes de I’AMPc mais également des phospholides-inositol
(Konda et al., 1994). Le MC3R joue un réle important dans la régulation des fonctions
cardiovasculaires, dans la thermorégulation et dans I'appétit (Getting, 2002; Low, 2004).
De plus, le MC3R joue un réle important dans les effets anti-inflammatoires de I'a-MSH

(Getting, 2002; Getting et al.,, 2002; Getting et al., 2003a).

I1.1.4. Le récepteur MC4R

Le récepteur MC4R est activé de maniere similaire a celle du récepteur MC1R et

joue un réle majeur dans la régulation de I'appétit et de 'homéostasie énergétique.

I1.1.5. Le récepteur MC5R

Le récepteur MC5R a été le dernier récepteur aux mélanocortines a étre cloné et
identifié chez 'Homme (Gantz et al, 1994). Les MCs se lient au MC5R de maniére
similaire a celle du MC1R. Le récepteur MC5R joue un role dans la thermorégulation et

dans I'immunomodulation (Buggy, 1998).
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I1.2. La structure du récepteur MC1R

Le récepteur MC1R a été cloné en 1992 par I'équipe de Chhajlani et Wikberg
(Chhajlani and Wikberg, 1992) et par I'équipe de Mountjoy (Mountjoy et al, 1992) de
facon indépendante. Des analyses basées sur la similarité de séquences ont montré que
le MC1R appartenait a la classe A des RCPG, dont le prototype est la rhodopsine (Gether,
2000). Le MC1R est une protéine membranaire intégrale, de 317 acides aminés chez
I'Homme, qui possede les caractéristiques propres aux RCPG a savoir, un domaine N-
terminal extracellulaire, sept domaines transmembranaires (TM) et une extension C-

terminale intracellulaire (Figure 15).

(®) Extrémité N-terminale

O)
o,.@aee

Mutations

@ Mutations associées au phénotype RHC
@ site de N-glycosylation

@ Site de phosphorylation

@ Formation de ponts disulfures

@ Motif apparenté dileucine

() Site d'acylation

Figure 15: Structure du récepteur a la mélanocortine de type 1 (Garcia-Borron et al., 2005).
La séquence primaire représentée correspond a celle du récepteur de type sauvage. RHC : Red
Hair Color, phénotype peau claire/cheveux roux ; ix: boucle intracellulaire n°x ; e, : boucle
extracellulaire n°x.
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[1.2.1. Le domaine N-terminal

La majorité des protéines membranaires contiennent un peptide signal en N-
terminal qui cible la protéine naissante au réticulum endoplasmique et est rapidement
enlevé par clivage protéolytique. Cependant, le domaine N-terminal du MCIR ne
correspond pas au consensus du peptide signal et la suppression des 27 premiers acides
aminés n’a pas d’effet sur la liaison du ligand ou le niveau d’expression dans les cellules
cos (Schioth et al, 1997). Ces résultats suggerent donc que le MC1R appartient a la
classe des protéines membranaires qui utilise le premier domaine transmembranaire

comme ancre de signal non clivable (Wallin and von Heijne, 1995).

Le récepteur MC1R contient deux séquences de glycosylation 1sNSTPig et
29NQTGs32 en N-terminal (Sanchez-Laorden et al., 2006a; Sanchez Mas et al., 2002; Solca
et al, 1989). De plus, la cystéine présente pres de I'extrémité N-terminale et du domaine
transmembranaire n°1 (TM1) est conservée dans tous les récepteurs a la mélanocortine
et est nécessaire a leurs fonctions. En effet, la mutation de la cystéine en glycine
(Frandberg et al, 2001) ou en alanine (Sanchez-Laorden et al, 2006b) inactive le
récepteur. Ceci peut étre expliqué par le fait qu'un pont disulfure intracellulaire peut
exister avec un partenaire présent dans la troisieme boucle intracellulaire (i3) ou que le

pont disulfure peut contribuer a la dimérisation du récepteur.

I1.2.2. Les boucles extracellulaires

Les boucles extracellulaires du MC1R sont courtes (Holst et al., 2002; Prusis et al.,
1997; Ringholm et al, 2004) et particulierement, la boucle extracellulaire n°2
caractéristique de tous les récepteurs a la mélanocortine. Il a été mis en évidence que la
mutation des résidus Gluzes et Thrz7z en Ala dans la boucle extracellulaire n°3 diminuait
'affinité de liaison des agonistes sur le MCI1R, ce qui laisse penser que ces résidus

seraient impliqués dans la reconnaissance des ligands (Chhajlani et al., 1996).

La liaison des agonistes est réalisée par un réseau d’acides aminés aromatiques et

chargés localisés dans plusieurs domaines transmembranaires incluant le TM6.
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La mutation de la Cyszs7 et de la Cysz75 en Gly ou en Ala abolit la fonction du
récepteur (Frandberg et al, 2001; Holst et al., 2002) suggérant que ces résidus forment
un pont disulfure intramoléculaire entre le TM6 et le TM7 nécessaire a la fonction du

MC1R.

I1.2.3. Les boucles intracellulaires

Les boucles intracellulaires des RCPG fournissent une interface pour les protéines
G hétérotrimériques et contiennent des cibles de phosphorylation impliquées dans la
régulation de la signalisation, de I'internalisation et du recyclage des récepteurs (Strader

etal, 1994).

Chez la souris, la mutation naturelle tobacco SeoL. entraine une hyperactivité du
mclr (Robbins et al., 1993). La Serso et son homologue humain, la Ser71, sont localisées
dans la boucle intracellulaire n°1, suggérant que cette boucle est importante pour

'activité normale du récepteur.

Le tripeptide 141DRY143, caractéristique des RCPG de classe A, est localisé a
I'interface entre le TM3 et la boucle intracellulaire n°2. C'est un élément critique pour la
fonction du MC1R puisqu’on observe une perte de fonction partielle chez le mutant
humain Ris2H (Schioth et al, 1999). Le MC1R possede également des sites de
phosphorylation par la PKA (142RYIS145 et 151RYHS154) et par la PKC (157TLPR160) dans la

boucle intracellulaire n°2.

I1.2.4. Les domaines transmembranaires

Dans les RCPG de classe A, le site de liaison du ligand est une poche localisée a
I'interface entre le milieu extracellulaire et la membrane plasmique et est formée grace
aux différents domaines transmembranaires. Une région chargée contenant la Gluos
(TM2), I'Asp117 et 'Aspiz1 (TM3) interagissent avec un résidu Arg présent dans le
pharmacophore His-Phe-Arg-Trp (HFRW) des MCs.
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Un réseau de résidus aromatiques localisé pres de I'extrémité extracellulaire des
TM4, TM5 et TM6 peut contribuer a la liaison de 1'agoniste en interagissant avec les
résidus aromatiques du pharmacophore (Yang et al, 1997). Onze mutations
fonctionnelles ont été identifiées dans le TM2 (Figure 15) et la plupart d’entre elles ont

d'importantes conséquences fonctionnelles.

I1.2.5. Le domaine C-terminal

Le domaine C-terminal du récepteur MC1R est composé de 19 acides aminés dont

6 sont invariants. Dans les RCPG, le domaine C-terminal est impliqué dans :

B L’interaction du complexe ligand-récepteur avec les protéines G (Strader et al,
1994);

B La disposition correcte du récepteur dans la membrane plasmique par acylation
(palmitoylation ou myristoylation) des résidus Cys et I'intégration de la chaine
acyl dans la bicouche lipidique (Qanbar and Bouvier, 2003) ;

B Les signaux pour le trafic intracellulaire de la protéine (Schulein et al., 1998).

Une délétion des cinq derniers acides aminés dans le MC1R, incluant le tripeptide
invariant terminal CSW, est suffisante pour abolir la fonction du récepteur (Sanchez-
Laorden et al.,, 2006b). Cette abolition est due a la diminution de I’expression en surface

du récepteur.

IL.3. Les ligands du MC1R

Le récepteur MC1R est régulé a la fois par des agonistes, les MCs et par des

peptides antagonistes naturels, I'’ASP (pour Agouti Signal Protein).
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I1.3.1. Le précurseur pro-opiomélanocortine (POMC(C)

Les MCs dérivent d'une protéine précurseur appelée pro-opiomélanocortine
(POMC). Cette protéine est présente dans '’hypothalamus, dans le systéme immunitaire,
dans la rate, dans les poumons, dans les mélanocytes et dans le systeme digestif

(Wikberg et al., 2000).

La modification post-traductionnelle de la POMC aboutit a la génération des MCs,
de la B-lipotropine, de la y-lipotropine et de la 3-endorphine (Gantz and Fong, 2003). Les
MCs possedent une séquence d’acides aminés commune His-Phe-Arg-Trp (HFRW) qui
est la séquence minimale requise pour la liaison, 'activation et les effets biologiques du

récepteur (Hadley et al., 1996) (Figure 16).

(a)

POMC product
ot ———+—f— | | . |
ACTHy_ag B-Lipotropin
MSH
o — 1| || | |
ACTH;_s3 CLIP wLipotropin - [§-Endorphin
(o-MSH) | |
f-MSH
(b)
ACTH SYSMEHFRW KERRPVEVYPNEAEDESARAFDLEF
o-MSH SYSMEHT
+MSH YVMGHF
f-MSH AEFFDECDYRMEHFEWESPDED

Figure 16: Représentation schématique du peptide POMC et de ses fragments. (a) le
peptide POMC est clivé par les prohormones convertases PC1 et PC2. Le clivage protéolytique
par PC1 génére I'hormone adrénocorticotropique (ACTH). Le clivage protéolytique par PC2
génére 'a-MSH. (b) Tous les peptides dérivés de la POMC contiennent un motif amino-acide
commun HFRW (en rouge). Le peptide KPV (en orange) est capable, quant a lui, d’inhiber les
effets de I'IL-1 (Getting, 2002).

La POMC est une protéine de 241 acides aminés chez I'Homme (Takahashi et al.,

1981) qui contient trois domaines principaux (Figure 16) :

B Une séquence centrale hautement conservée '’ACTH1.39, avec 'a-MSH en N-
terminal ;
I La B-lipotropine en C-terminal qui peut étre clivée pour générer la f-endorphine ;

B Larégion N-terminale qui contient la y-MSH (Castro and Morrison, 1997).
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Les produits dérivés de la POMC, a savoir la B-lipotropine, 'ACTH1.39, la B-
endorphine et les MCs (a-, 3-, y-MSH), sont obtenus apres clivages protéolytiques par
des enzymes de conversion des pro-hormones (PC) et par des carboxypeptidases. Dans
le cas des MCs, PC1 clive POMC en ACTH1-39 et B-lipotropine et PC2 clive POMC en (-
endorphine et «-MSH (Benjannet et al,, 1991) (Figure 16).

I1.3.2. L'a-MSH

L’hormone de stimulation des mélanocytes ou a-MSH est un peptide de treize
acides aminés qui posseéde la séquence N-terminale de I'ACTH (Figure 17). Son
extrémité N-terminale est acétylée et son extrémité C-terminale est amidée. L'a-MSH
résulte du clivage de la POMC et joue un role important dans I'immunité, I'inflammation
et la pigmentation (Bohm et al, 2006; Lipton and Catania, 1997; Luger et al., 2000;
Wood et al., 2006).

L’a-MSH a été découverte dans la glande pituitaire (Eberle, 1988) mais on la
retrouve dans les cellules épithéliales, dans les cellules immunitaires (cellules de
Langerhans, lymphocytes B, cellules NK), dans les mélanocytes, dans les kératinocytes et
dans les mélanomes (Bhardwaj and Luger, 1994; Loir et al, 1997; Luger et al., 2000;
Luger et al.,, 1997; Slominski et al., 2000; Thody et al., 1983).
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Figure 17: Structure de '’hormone de stimulation des mélanocytes ou a-MSH.
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De nombreux dérivés de 'a-MSH ont été synthétisés (Castrucci et al, 1984;
Hruby et al., 1993; Sawyer et al., 1980) dont la [Nle*-p-Phe’]-a-MSH ou NDP-MSH qui est
le premier analogue a avoir vu le jour (Sawyer et al., 1980). La substitution de la 1-Phe
(Sarkar-Agrawal et al., 2004) en p-Phe dans la structure de 'a-MSH donne un peptide

plus stable et plus actif (Sawyer et al., 1982).

Les trois acides aminés en C-terminal de I'a-MSH, Lys-Pro-Val ou KPV (Figure
17), médient les activités anti-inflammatoires de I'hormone (Lipton and Catania, 1997;
Luger et al, 2003). De plus, le KPV médie ses effets anti-inflammatoires
indépendamment du récepteur MC1R (Dalmasso et al., 2008; Mandrika et al., 2001) mais
via I'inhibition du récepteur a I'IL-1f3 (Getting et al., 2003b).

I1.3.3. L’ASIP et '’AGRP

L’agouti code pour une protéine de 131 acides aminés contenant une séquence
signal, ’ASP chez la souris et 'ASIP chez 'Homme (Bultman et al, 1992; Wilson et al.,
1995). Cette protéine est exprimée dans le derme papillaire au niveau des follicules
pileux (Slominski et al, 2005) et dans la peau humaine (Voisey et al, 2006). L’ASIP
posséde un domaine C-terminal riche en résidus Cys, motif que l'on retrouve
fréquemment dans les toxines d’invertébrés. La mutation dominante du gene agouti
entraine chez la souris un pelage de couleur jaune, une obésité, une résistance a
I'insuline et une prédisposition a I'apparition de tumeurs. La coloration jaune du pelage
est le résultat d’'un antagonisme chronique de I’ASIP sur le récepteur MC1R alors que le
phénotype obese est plutot le résultat d’antagonismes au niveau des récepteurs MC3R et
MC4R. L’AGRP (pour Agouti Related Protein) a été identifiée, a partir de banques de
données, sur la base d’homologies de séquences avec I’ASIP (Ollmann et al, 1997).
L’AGRP est exprimée dans I'hypothalamus, le cortex adrénal, les poumons et les reins. Il
s’agit d’'un antagoniste compétitif pour les récepteurs MC3R et MC4R qui agit comme

facteur de stimulation de 'appétit.

L’ASIP se lie au récepteur MC1R et inhibe les effets de 'a-MSH ainsi que la
synthese d’AMPc consécutive a la stimulation du récepteur (Siegrist et al, 1996; Suzuki
et al, 1997). L’ASIP est un agoniste inverse du MC1R qui a le potentiel in vivo de réguler

le récepteur méme en absence de MCs.
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La liaison de I'ASIP sur le récepteur peut entrainer deux effets : une compétition
directe pour le site de liaison et une inhibition de la signalisation du récepteur (Barsh et

al,, 2000).

Dans les mélanocytes en culture, 'ASIP inhibe la synthese de I’eumélanine,
l'activité tyrosinase et réduit les niveaux de deux enzymes de la mélanogeneése, la DHICA
oxydase (TRP-1) et la DOPAchrome tautomérase (DCT) (Aberdam et al, 1998;
Furumura et al, 2001; Sakai et al., 1997; Voisey et al., 2006). De plus, I’ASIP inhibe
I'expression du géne de la microphtalmie induite par I'a-MSH ainsi que les niveaux de la
protéine MITF associée dans les mélanomes murins B16 (Aberdam et al., 1998). Enfin,
I’ASIP inhibe la différentiation des mélanoblastes en mélanocytes matures et son
expression entraine la synthese de la phéomélanine (Yen et al, 1994). L’ASIP se
comporte donc comme un facteur de régulation de la pigmentation cutanée (Abdel-
Malek et al,, 2001; Jordan and Jackson, 1998; Norton et al., 2007; Voisey and van Daal,
2002; Wolff, 2003).

III. REGULATIONS DU RECEPTEUR MC1R

Le récepteur MCI1R joue un roéle central dans la détermination du phénotype
pigmentaire, dans la sensibilité au soleil et dans I'habilité a bronzer (Rees, 2004). Plus de
120 génes (Bennett and Lamoreux, 2003) sont connus pour réguler la pigmentation chez
les mammiferes. Un de ces genes clés est le MCIR qui a été cloné et caractérisé en 1992

(Chhajlani and Wikberg, 1992; Mountjoy et al., 1992).

II1.1. Les variants non fonctionnels du MC1R

Parmi les nombreux genes qui régulent la pigmentation cutanée, le géne MCIR
semble étre le plus polymorphe (Sturm et al, 1998). Environ 35 variants alléliques du
MCIR ont été identifiés (Box et al, 1997; Smith et al., 1998) dont neuf étant des variants

perte de fonction (Schaffer and Bolognia, 2001; Sturm et al,, 2001).
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Ces variants non fonctionnels consistent en la substitution d'un seul acide aminé
dans la séquence du MCIR ce qui entraine des modifications dans la signalisation du
récepteur (Frandberg et al, 1998; Jimenez-Cervantes et al., 2001a; Jimenez-Cervantes et
al.,, 2001b; Ringholm et al,, 2004; Schioth et al, 1999). Huit de ces variants (I40T, VeoL,
VoM, V122M, Ria2H, R151C, R16oW et Ri62P) sont regroupés au niveau du TM2 et de la
boucle iz (Valverde et al., 1995). Le 9¢me variant, D294H, est situé dans le TM7 (Figure
18).

Figure 18: Positions des mutations non fonctionnelles dans la structure primaire du
récepteur MC1R (Box et al.,, 1997).

Les variants non fonctionnels Ris2H, R151C, R16o0W et D294H sont associés a un
phénotype cheveux roux/peau claire (Bastiaens et al.,, 2001; Box et al., 1997; Flanagan et
al, 2001; Healy et al., 2000; Smith et al, 1998; Valverde et al., 1995) que 'on nomme le
phénotype RHC (pour Red Hair Color). Les individus qui possédent ces mutations RHC
montrent une forte sensibilité au soleil (Box et al., 2001; Valverde et al, 1995) et un
risque accru de développer un mélanome (Kennedy et al., 2001; Palmer et al, 2000) ou
un carcinome des cellules basales ou squameuses (Bastiaens et al., 2001; Box et al,
2001). Ces mutations sont tres fréquentes dans les populations d’Europe du Nord et
d’Australie puisqu’environ 75% des individus possedent ces variants alléliques (Box et

al.,, 1997; Smith et al.,, 1998; Valverde et al., 1995).

Les alleles RHC correspondent donc a des alleles ayant perdu partiellement la

fonction du récepteur MC1R sauvage.
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Ces modifications fonctionnelles peuvent aller d’'une diminution modérée de
'affinité de I'agoniste ou de I'efficacité de couplage avec les protéines G (V92M) a une
perte compléte de la fonction du MC1R (Ds4E et D294H). Dans le cas du mutant Rys51C,
I'affinité de liaison pour 'a-MSH est similaire a celle du récepteur MC1R sauvage mais il
difféere par son incapacité a stimuler la production d’AMPc (Frandberg et al., 1998). En
effet, le variant Ri51C est localisé dans la boucle iz qui contient deux séquences
consensus pour la reconnaissance de la PKA (Chhajlani and Wikberg, 1992; Eberle et al,,
1993). Ces séquences peuvent étre bloquées par la mutation, inhibant ainsi la

signalisation du récepteur.

II1.2. Régulations de l'activité du récepteur MC1R

I11.2.1. Dimérisation du récepteur MC1R

La plupart des RCPG forment des dimeres et des oligomeres (Angers et al., 2002;
Breitwieser, 2004; Milligan, 2001). La dimérisation est un évenement précoce dans la
biosynthése du récepteur MC1R qui a lieu dans le réticulum endoplasmique. Cette
dimérisation implique la formation de quatre ponts disulfures et d’interactions non
covalentes (Zanna et al., 2008). Des études récentes ont montré que le récepteur MC1R
pouvait dimériser dans les cellules vivantes (Mandrika et al, 2005), dans les cellules

hétérologues et dans les mélanomes (Sanchez-Laorden et al., 2006a).

L’hétérodimérisation des formes sauvages et mutantes du récepteur MC1R a de
nombreuses conséquences fonctionnelles. On observe des effets dominants-négatifs qui
diminuent I'expression du récepteur sauvage a la surface de la cellule (Sanchez-Laorden
et al, 2006a; Zanna et al., 2008), des modulations dans les propriétés pharmacologiques
comme l'affinité du ligand ou le couplage aux protéines G (Sanchez-Laorden et al,
2006a) et des changements dans les vitesses de désensibilisation et d’internalisation du
récepteur (Beaumont et al., 2007; Sanchez-Laorden et al., 2007; Sanchez-Laorden et al.,
2006a). De plus, la dimérisation implique des échanges entre certains domaines de sorte
que deux unités défectueuses peuvent aboutir au final a une unité partiellement active,

c’est le phénomene de complémentation partielle.
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I11.2.2. Désensibilisation et internalisation du récepteur MC1R

Dans la plupart des RCPG, la signalisation cellulaire du récepteur est atténuée
dans les minutes suivant la liaison de I'agoniste. Ce mécanisme est appelé
désensibilisation homologue (Luttrell and Lefkowitz, 2002; Pitcher et al, 1998). D’autre
part, dans la désensibilisation dite hétérologue, la signalisation du récepteur est
atténuée par des agents n’agissant par sur le récepteur lui-méme. Les désensibilisations
homologue et hétérologue impliquent la phosphorylation du récepteur par deux classes
de kinases : les kinases activées par les seconds messagers comme la PKA ou la PKC et
une famille de kinases spécifiques des RCPG, les GRKs (pour G-protein Receptor
Kinases) (Luttrell and Lefkowitz, 2002; Pitcher et al., 1998). Le récepteur phosphorylé a
alors l'incapacité de se coupler aux voies de transduction du signal. De plus, la
phosphorylation du récepteur est souvent suivie de son internalisation et contribue a
déclencher de nouveaux signaux via I'activation de kinases cytosoliques (Aragay et al.,

1998; Gutkind, 2000; Luttrell and Lefkowitz, 2002; Shenoy and Lefkowitz, 2003).

Dans les récepteurs aux mélanocortines, la désensibilisation homologue a été
mise en évidence pour le mc4r dans des cellules hypothalamiques GT1-7 murines
(Shinyama et al.,, 2003) et pour le mc2r dans des cellules adrénocorticales Y1 murines
(Baig et al., 2001). La désensibilisation homologue des récepteurs mclr murin et MC1R
humain a été étudiée dans des lignées de mélanomes homozygotes pour le gene sauvage
et dans des systemes hétérologues exprimant le gene cloné (Sanchez-Mas et al., 2005).
Elle est médiée par les GRK2 et GRK6 (Figure 19). La cotransfection d'une de ces
kinases avec le gene MCIR dans des cellules HEK 293T inhibe fortement la signalisation
du récepteur. Cependant, 'expression d'un mutant dominant-négatif GRK2 dans des
mélanomes humains stimule les réponses AMPc dépendantes de I'agoniste alors que la

surexpression de la GRK6 dans ces cellules les réduits (Sanchez-Mas et al., 2005).

La phosphorylation des RCPG par les GRKs est souvent suivie par l'internalisation
des complexes récepteur-ligand dans des vésicules d’endocytose (Luttrell and Lefkowitz,
2002; Pitcher et al.,, 1998). L'internalisation peut étre suivie, soit par la dégradation du
récepteur par les lysosomes, soit par le recyclage du récepteur a la membrane plasmique

(Figure 19).
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Une étude portant sur la liaison et I'internalisation d’un ligand radiomarqué dans
des mélanomes murins B16 a montré que le ligand était rapidement internalisé et
transporté dans les lysosomes ou il était dégradé (Wong and Minchin, 1996). Aucune
preuve de recyclage du récepteur a la membrane plasmique n’a été mise en évidence,
suggérant que la protéine doit étre également dégradée. D’autres études de liaison ont
montré que de longues expositions aux MCs diminuaient le nombre de sites de liaison a
I'a-MSH dans certaines lignées de mélanomes (Siegrist et al., 1994). Comme les MCs
stimulent I’expression génique du MC1R, le nombre de sites de liaison dans la membrane
plasmique des mélanocytes exposés continuellement a 'agoniste dépend de la balance
entre deux effets opposés: la séquestration du récepteur et probablement sa

dégradation d’'une part, et 'activation de I'expression du gene d’autre part.
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Figure 19: Régulations de I'expression et de la signalisation du récepteur MC1R. Les
événements activateurs et inhibiteurs sont représentés en vert et en rouge, respectivement. (1)
La transcription du gene MCIR est stimulée par les UV, les MCs, I'IL-1a et I'IL-1f3 et est inhibée
par le TNF-a, le TGF-f3 et 'H20,. (2) Le transcrit est transporté dans le cytosol ou la traduction
commence. (3) La protéine naissante s’associe au RE, lieu des modifications post-
traductionnelles. (4) La protéine se dirige ensuite vers l'appareil de Golgi. (5) Les récepteurs
matures quittent 'appareil de Golgi pour étre adressés a la membrane plasmique. Le trafic
intracellulaire de la protéine peut étre bloqué par certaines mutations entralnant alors une
rétention des récepteurs dans la cellule. (6) Le récepteur, sous forme de dimere, est activé par
les MCs et est inhibé par I’ASP. Suite a la liaison du ligand, le récepteur est couplé a 'AC via les
protéines Gs hétérotrimériques. Le récepteur actif est un substrat pour les GRK2 et GRK6 qui
phosphorylent le récepteur et bloquent son couplage fonctionnel. (7) Le récepteur désensibilisé
et son ligand sont internalisés dans des vésicules d’endocytose. (8) Le récepteur internalisé est
soit dégradé dans les lysosomes soit recyclé a la membrane plasmique (Bohm et al., 2006).
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I11.2.3. Activité constitutive du récepteur MC1R

L’activité constitutive est une propriété fréquente des RCPG (Bond and [jzerman,
2006; Smit et al., 2007) qui reflete un équilibre allostérique entre un état actif et un état

inactif du récepteur (Chen et al., 2000; Kenakin, 2001; Lefkowitz et al., 1993).

L’activité constitutive du MC1R a été mise en évidence dans des systémes de
surexpression du MC1R (Garcin, 2007; Garcin et al, 2007; Garcin et al., 2009) et dans
une lignée humaine de mélanomes (Sanchez-Mas et al,, 2004). L’expression hétérologue
du MCIR sauvage entraine une augmentation de la synthese d’AMPc, indépendamment
de toute stimulation par I'agoniste, alors que les mutants non fonctionnels du MC1R
montrent une faible activation basale de 'AMPc (Sanchez-Mas et al., 2004). Dans les
cellules HEK transfectées par le récepteur MC1R, l'activité constitutive maximale atteint
environ 40% des concentrations d’AMPc observées apres liaison de 1'agoniste (Sanchez-

Mas et al,, 2004).

I11.3. Régulation de I'’expression du récepteur MC1R

I11.3.1. Régulation par les UV

L’expression génique du MCIR est induite par les UV dans les mélanocytes
(Funasaka et al, 1998), dans les mélanomes (Chakraborty et al, 1995; Corre et al,
2004), dans les kératinocytes humains normaux (Chakraborty et al, 1999; Garcin et al.,
2009) et dans I'épiderme humain in vivo (Schiller et al, 2004). Les UV entrainent une
redistribution des sites de liaison a I'a-MSH entre la membrane plasmique et un péle

interne (Chakraborty et al,, 1991).
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II1.3.2. Régulation par les mélanocortines

L’a-MSH augmente les niveaux d’ARNm MCIR dans les mélanomes (Eberle et al.,
1993; Siegrist and Eberle, 1993) et dans les mélanocytes (Funasaka et al, 1998;
Rouzaud et al., 2003; Scott et al., 2002) (Figure 20).

Contrdéle a-MSH SP

Figure 20 : Expression du récepteur mc1r apres traitement par I'a-MSH ou I’ASP dans des
mélanocytes murins melan-a. Détection immunohistochimique de I'expression du récepteur
mclr a l'aide d’'un anticorps anti-mclr. Les mélanocytes melan-a montrent une expression
diffuse pour le mclr (en vert) dans les conditions normales (contréle). L'expression du mclr
augmente quand les cellules sont traitées par 'a-MSH mais est inhibée quand les cellules sont
traitées par I’ASP (Rouzaud et al., 2003).

Des analyses par RACE (pour Rapid Amplification of cDNA Ends) ont mises en
évidence trois transcripts mclr différents dans les mélanocytes. L’efficacité de
transcription est la plus forte pour la forme T2 induite par 'a-MSH, est intermédiaire
pour le transcrit basal T1 et est fortement réprimée dans la forme T3 associée a I'ASP.
De plus, 'a-MSH peut augmenter l'expression génique du mclr dans les mélanocytes
murins par une activation a la fois transcriptionnelle et traductionnelle alors que I’ASP

réprime mc1r principalement au niveau traductionnel (Rouzaud et al., 2003).

I11.3.3. Régulation par MITF

De nombreuses études ont montré que 'expression du récepteur MCIR était
régulée par le facteur de transcription associé a la microphtalmie, MITF. MITF est
exprimé dans le cceur, les mastocytes, les précurseurs ostéoblastiques et les

mélanocytes (Bertolotto et al., 1998).
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C’est un facteur de transcription qui appartient a la superfamille des b-HLH-LZ
(pour basic Helix-Loop-Helix Leucin Zipper) contenant un domaine riche en leucine et
un domaine de transactivation en N-terminal. Le promoteur minimal MCIR contient une
E-box (CANNTG) immédiatement en amont du site d’initiation de la transcription (Moro
et al, 1999). La M-box (M pour mélanocyte) est une sous-catégorie de I'E-box et est une
séquence cible pour MITF (AGTCATGTGCT). Les travaux d’Aoki et de Moro ont montré
que l'activité du promoteur MCIR était stimulée d'un facteur 5 en présence du MITF

(Aoki and Moro, 2002).

I11.3.4. Régulation par USF-1

Le facteur de transcription USF-1 appartient a la famille des Upstream
Stimulating Factor (USF). Cette famille comporte deux membres, USF-1 et USF-2
(Sawadogo, 1988; Sawadogo et al, 1988). Les facteurs USF appartiennent a la
superfamille des b-HLH-LZ (pour basic Helix-Loop-Helix Leucin Zipper) qui comprend
également le facteur MITF (Atchley and Fitch, 1997). L'USF-1 se lie, sous forme
phosphorylé, a 'E-box (CATGTG) (Moro et al., 1999) présente sur le promoteur du MCIR
(Corre et al., 2004).

Le facteur de transcription USF-1 est impliqué dans la pigmentation induite par
les UV (Figure 21). En réponse aux UV, il est activé par phosphorylation par la MAP
kinase p38 au niveau de la Thris3 (Corre et al, 2009; Galibert et al, 2001). Le facteur
USF-1 phosphorylé coopere alors avec la protéine MITF dans l'activation
transcriptionnelle des génes de la mélanogenése comme le MCIR, la DCT, la POMC et la

tyrosinase (Corre and Galibert, 2006; Corre et al, 2004; Galibert et al., 2001).

Page 59



Syntheése Bibliographique - Partie 2 : Récepteurs MC1R et a-MSH

A Pigmentation B Pigmentation photo-induite
physiologique

v .
S >

355 B o RAS—s RAC]
w
MCIR Mk

i Akl
| MKK6/ MAP 2K
P-CRER R AP P
pai MAPK - P
N 1
M-Mitf USF-1-PT153
ra — - Y

= Y N,

o, = N o “n
~otc— i —oro— —ocT—-
-1 Tyrosinase N MC1R e POMC

Figure 21: Régulation de la pigmentation photo-induite par USF-1. A la suite d’une
stimulation par les UV, la phosphorylation d’USF-1 par la MAP kinase p38 est induite,
permettant I'induction de I'expression des genes de la pigmentation (tyrosinase, POMC, MC1R)
par USF-1 apres fixation aux boites E (CANNTG) (Corre and Galibert, 2006).

Ces événements conduisent a une augmentation de 'expression de ces genes ce
qui résulte en une synthese accrue du pigment mélanique et donc a une photoprotection
plus efficace de la peau (Corre et al., 2006; Corre et al, 2004; Galibert et al., 2001). Outre
son role majeur dans la pigmentation cutanée induite par les UV, USF-1 est aussi un
régulateur clé de la réponse au stress dont le stress oxydatif (Corre and Galibert, 2005;

Corre et al.,, 2009).

IV. ACTIVITES BIOLOGIQUES ASSOCIEES A L’a-MSH ET AUMCI1R

L’a-MSH, via l'activation de la voie AMPc, est capable d’'induire l'arrét du cycle
cellulaire en phase G1 dans des cultures de mélanocytes humains et d’augmenter la
synthese de la mélanine (Im et al.,, 1998). Récemment, il a été découvert un nouveau role

pour I'a-MSH comme facteur de survie.
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En effet, elle permet d’empécher l'apoptose induite par les UV dans les
mélanocytes humains en augmentant la réparation des photoproduits de I’ADN et en

réduisant la libération de 'H202 (Bohm et al., 2005b; Kadekaro et al., 2005).

IV.1. La mélanogenese

La pigmentation cutanée est due a la mélanine qui est produite puis sécrétée par
les mélanocytes présents dans la couche basale de I'épiderme. La mélanine est

synthétisée puis transportée dans des organelles spécifiques appelés mélanosomes.

La pigmentation mélanique est génétiquement prédéterminée. Cependant, elle
peut étre régulée par les UV ainsi que par de nombreux agents qui sont capables de
stimuler ou d’inhiber la pigmentation cutanée. Des facteurs solubles comme les MCs, le
MITF ou I’ASP régulent I'expression du récepteur MC1R en jouant sur la mélanine totale.
Chez 'Homme, la mélanine totale, c’est-a-dire le ratio eumélanine/phéomélanine dans la
peau, difféere selon les individus et les différents phototypes cutanés (Fitzpatrick, 1988;
Hunt et al., 1995). Les individus de phototypes cutanés I et II (phototypes clairs) ont un
faible contenu en mélanine et produisent majoritairement la phéomélanine ce qui se
traduit par une faible habilité a bronzer et un risque accru de développer un cancer
cutané (Epstein, 1983; Pathak, 1995). A I'inverse, les individus de phototypes cutanés V
et VI (phototypes foncés) ont un contenu en mélanine plus important et produisent

majoritairement de 'eumélanine photoprotectrice.

IV.1.1. La synthése des mélanines

Les mélanines produites sont de deux types: les eumélanines et les
phéomélanines (Ito and Wakamatsu, 2003). En général, les mélanines correspondent
chez 'Homme a un mélange d’eumélanines et de phéomélanines en différentes

proportions (Figure 22).
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Propriétés Eumélanines Phéomélanines
Mélanines

Couleur Noire ou brune Jaune/orangé ou brun clair
Solubilité Insoluble (acide ou base) Soluble dans les bases
Unité structurale 5,6-dihydroxyindole 1,4-benzothiazinyl

Teneur en azote 6-9% 8-10%

Teneur en soufre 0-1% 9-12%

Précurseur(s) Tyrosine Tyrosine/Cystéine

Mélanosomes
Forme Hélicoidale Sphérique
Structure Lamellaire ou filamenteuse Microvésiculeux ou microgranuleux

Figure 22: Différences entre eumélanines et phéomélanines (Mantoux and Ortonne, 2003).

Les différences de couleur de peau sont dues a l'intensité de la pigmentation
mélanique, au nombre et au type de mélanosomes. Dans les peaux blanches, les
mélanosomes sont peu nombreux et leur maturation est souvent incomplete (stades I a
[II). Dans les peaux noires, leur nombre augmente et ils sont majoritairement de stade
[V. Les eumélanines sont des mélanines de couleur brune ou noire. Elles résultent de la
polymérisation oxydative de différents précurseurs indoliques dérivés de Ia
DOPAquinone dont la 5,6-dihydroxyindole (DHI). Les phéomélanines sont caractérisées
par leur couleur jaune orangée. Elles contiennent de 'azote et du soufre et proviennent
de la polymérisation oxydative des cystéinylDOPA (Slominski et al, 2004). Sous I'effet
des UV, la syntheése des mélanines augmente et constitue le systéme photoprotecteur le
plus important car elles absorbent plus de 90% des UV. Malgré tout, environ 15% des
UVB parviennent jusqu’a la couche basale de I'épiderme et 50% des UVA atteignent le

derme.

Les mélanines sont synthétisées par un mécanisme appelé mélanogenese (Figure
23) (Ito et al, 2000). La tyrosine est oxydée en DOPAquinone par une enzyme majeure
de la mélanogeneése, la tyrosinase. En absence de cystéine, la DOPAquinone est
transformée en cycloDOPA par addition intramoléculaire puis en DOPAchrome et DOPA
par une réaction rédox. La DOPAchrome se décompose pour former majoritairement la
5,6-dihydroxyindole (DHI) et minoritairement I'acide 5,6-dihydroxyindole-2-
carboxylique (DHICA), réaction catalysée par la DOPAchrome tautomérase ou TRP-2.
Enfin, la DHICA et la DHI sont oxydées en eumélanines par la DHICA oxydase (TRP-1) et
par la tyrosinase respectivement. En présence de cystéine, la DOPAquinone réagit avec

la cystéine pour former la 5-S-cystéinylDOPA et minoritairement, la 2-S-cystéinylDOPA.
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Les cystéinylDOPA sont oxydées pour former des intermédiaires benzothiazines

puis des phéomélanines. La conversion de la tyrosine en -DOPA est I'étape critique et

limitante de la voie de synthese puisque son inhibition entraine la suppression de la

synthese de la mélanine (Hearing and Jimenez, 1987).
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Figure 23: Voie de synthése des mélanines. DOPA: dihydroxyphénylalanine; TRP:
tyrosinase-related protein (Ito, 2003).

Les eumélanines ont un pouvoir photoprotecteur environ 1.000 fois supérieur a

celui des phéomélanines. Les eumélanines sont capables d’absorber les radicaux libres

géneéres par les UV protégeant ainsi la peau de leurs effets déléteres.
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IV.1.2. Régulations de la mélanogenese

[V.1.2.1. Les ultraviolets

In vivo, la mélanogeneése est régulée principalement par les rayonnements UVA et
UVB de la lumiére solaire. Des arguments expérimentaux montrent que les UV, et plus
particulierement les UVB, peuvent agir directement sur les mélanocytes pour stimuler la
mélanogenese. Les UVB induisent de nombreuses 1ésions dans '’ADN qui sont capables
de stimuler la mélanogeneése (Eller et al, 1996) et I'’excision des dimeres de thymine est
un événement essentiel dans la régulation de ce processus photo-induit (cf. partie 1,

paragraphe IV de la synthese bibliographique).

IV.1.2.2. La tyrosinase

La tyrosinase est l'enzyme limitante de la mélanogenése (Hearing and
Tsukamoto, 1991). Elle catalyse les deux premieres réactions de la voie de synthese des
mélanines, I'hydroxylation de la tyrosine en DOPA et l'oxydation de la DOPA en
DOPAquinone. L’'induction de l'activité tyrosinase est due en partie a I'activation de
I'enzyme déja présente dans la cellule. Cette régulation post-traductionnelle peut faire
intervenir des réactions de phosphorylation ou de glycosylation de l'enzyme.
L’augmentation de la mélanogenese implique aussi une synthése de novo de la

tyrosinase.

[V.1.2.3. Le systéme mélanocortine, 'AMPc et MITF

Lerner et McGuire ont été les premiers a montrer l'influence de I'a-MSH sur la
pigmentation cutanée chez 'Homme (Lerner and McGuire, 1961). In vitro, 'addition d’a-
MSH et d’ACTH sur des mélanocytes en culture entraine une stimulation importante de

l'activité tyrosinase et de la synthese des eumélanines.
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Il a été mis en évidence que I'a-MSH pouvait réguler l'activité de la tyrosinase
directement dans les mélanosomes indépendamment du récepteur MC1R (Marles et al.,

2003; Peters et al., 2000; Slominski et al., 1993; Spencer et al., 2005; Wood et al., 2004).

En 1999, les travaux de Moore et al ont mis en évidence la formation d’un
complexe stable entre I'a-MSH et la (6R)-.-érythro-5,6,7,8-tétrahydrobioptérine (6BH4)
(Moore et al., 1999; Schallreuter et al., 2008). Comme I'activité tyrosinase est inhibée par
la 6BH4, 'a-MSH peut lever cette inhibition en se liant a la 6BH4 sans passer par le

récepteur MC1R (Schallreuter et al., 1999; Spencer et al., 2005).

La protéine agouti, un antagoniste du récepteur MC1R, bloque la différentiation
meélanocytaire et 'eumélanogenése induite par 'a-MSH in vivo dans les mélanocytes
murins (Aberdam et al, 1998). Ceci se traduit in vivo, chez les souris surexprimant
agouti (mutation dominante lethal yellow et viable yellow), par une synthese
préférentielle de phéomélanines. Des mutations au locus extension qui code pour le
récepteur MC1R donnent également des animaux au pelage jaune plutét que marron.
Ces mutations résultent en un récepteur non fonctionnel qui ne peut plus activer '’ AMPc
sous l'action de son ligand ; la source majeure d’AMPc dans les mélanocytes étant relié
au signal a-MSH/MC1R (Abdel-Malek et al.,, 1995). De plus, '’AMPc controle les enzymes
de la mélanogenése via les mémes motifs que ceux utilisés par MITF. Les travaux de
Bertolotto et al. ont montré que I’AMPc augmentait I'expression de MITF, a la fois dans
les mélanocytes humains normaux et dans les mélanomes murins B16 (Bertolotto et al,
1998). L’AMPc active la PKA et la PKA phosphoryle et active CREB (pour cAMP Response
Element Binding Protein). Lorsque CREB est activé, il se lie au domaine CRE (pour cAMP
Response Element) présent dans le promoteur du géne microphtalmia, ce qui active sa
transcription. Ceci entraine une augmentation de la liaison de la protéine MITF sur le
promoteur de la tyrosinase ce qui augmente son expression et la synthese des mélanines

(Busca and Ballotti, 2000; Corre et al., 2006; Kadekaro et al., 2003) (Figure 24).
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Figure 24: Régulation de la mélanogenése par 'AMPc. Cette régulation implique le facteur de
transcription MITF comme transducteur du signal (Busca and Ballotti, 2000).

Une autre voie, activée par ’AMPc, régule de facon négative la mélanogenese via
I'activation de ERK (pour Extracellular signal-Regulated Kinases) ce qui induit la
phosphorylation puis la dégradation de MITF par le protéasome (Park et al., 2009b; Wu
et al.,, 2000). De plus, la BMP-4 (pour Bone Morphogenetic Protein-4), un membre de la
famille du TGF-f3 (Shi and Massague, 2003), module négativement la mélanogenése en

réduisant I’expression de la tyrosinase dans des mélanocytes humains en culture (Yaar
etal, 2006).

IV.1.2.4. Le calcium

La libération de calcium dans le cytosol des mélanocytes se déroule via la voie
[P3/DAG. Cette voie contrdle l'activation de la PKC-B qui stimule l'activité de la
tyrosinase en phosphorylant les deux résidus Ser en C-terminal de I'enzyme (Park et al,
1999; Tice et al., 2000). La libération intracellulaire de calcium par I'IP3 contrdle alors le

transport actif de la .-phénylalanine et sa conversion en r-tyrosine via la calmoduline,

une ATPase dépendante du calcium.
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Ceci permet d’avoir une concentration suffisante de L-tyrosine pour satisfaire la
mélanogenese (Schallreuter et al, 2004; Schallreuter and Wood, 1999). De plus, le
calcium se lie a la mélanine avec la méme affinité que pour la calmoduline (Hoogduijn et
al, 2004), régulant ainsi le statut rédox des mélanocytes et empéchant la formation d'un

stress oxydatif.

IV.1.2.5. Le facteur suppresseur de tumeur p53

p53 est un effecteur de la pigmentation induite par les UV (Cui et al, 2007).
Lorsqu'’il est activé, il augmente les niveaux d’ARNm et de protéine de la tyrosinase ce
qui stimule la mélanogenése (Eller and Gilchrest, 2000; Gilchrest et al., 1996; Khlgatian
et al, 2002; Nylander et al, 2000). Les travaux de Cui et al. ont mis en évidence une
séquence consensus p53 dans le promoteur du gene de la POMC (Cui et al., 2007). Apres
exposition aux UV chez la souris, I'activation de p53 stimule la transcription du
promoteur de la POMC dans les kératinocytes ce qui augmente la libération d’a-MSH.
L’a-MSH ainsi libérée, stimule le récepteur MC1R augmentant ainsi la production
d’eumélanine (Cui et al, 2007). Il a également été montré que p53 régulait de maniere
transcriptionnelle le facteur nucléaire des hépatocytes 1o (HNF-1a) qui est un facteur

de transcription pour la tyrosinase (Schallreuter et al., 2008).

IV.1.2.6. Le péroxyde d’hydrogéne H»0>

Les mélanocytes sont tres sensibles au stress oxydatif car ces cellules contiennent
de faibles niveaux de catalase (Yohn et al., 1991). Or, la tyrosinase est tres sensible aux
ERO car elle possede 17 cystéines dans ses domaines C- et N-terminaux ce qui peut
entrainer des changements structuraux de I'’enzyme. La régulation et la protection de la
tyrosinase contre les ERO est assurée par TRP-1 et TRP-2. Ces enzymes possedent une
homologie de séquence avec la tyrosinase au niveau de domaines riches en cystéines. Ils
ciblent 'oxydation médiée par H20; éliminant ainsi les ERO. En effet, TRP-1 possede une
activité péroxydase (Halaban and Moellmann, 1990) et TRP-2 une fonction

DOPAchrome tautomérase (Prota, 1992).
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IV.1.2.7. Le monoxyde d’azote (*NO)

Dans I'épiderme, les UV activent une NO synthase de type neuronale qui semble
étre impliquée dans la transmission du signal mélanogénique des UV (Virag et al., 2002).
Les effets du *NO sont dus a l'activation d’'une guanylate cyclase soluble qui entraine une
augmentation de la production de GMPc par les mélanocytes. Comme pour '’AMPc, la
cible moléculaire finale du *NO et du GMPc est la tyrosinase dont ils augmentent

I'expression et I'activité.

IV.2. L’inflammation

L’a-MSH possede des effets anti-inflammatoires majeurs (Brzoska et al., 2008)
médiés par le récepteur MC1R. Néanmoins, il est fort probable que les effets anti-
inflammatoires de I'a-MSH in vitro soient médiés non seulement par le récepteur MC1R
mais également par d’autres voies effectrices. Ceci a été mis en évidence chez des
patients possédant un mutant MCIR non fonctionnel (phénotype RHC) (Cooper et al,
2005) ou chez des animaux déficients pour le gene mcIr (mutation yellow) (Getting et

al., 2003b; Ichiyama et al,, 1999).

Cependant, un obstacle a l'utilisation de I'a-MSH dans le traitement des maladies
inflammatoires est son effet pigmentaire. Néanmoins, la majorité des effets anti-
inflammatoires de I'a-MSH semble étre médiée par le tripeptide KPV qui correspond a
I'a-MSH11-13 (Lipton and Catania, 1997) et qui possede, quant a lui, aucune action

pigmentaire.
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IV.2.1. Les mécanismes anti-inflammatoires associés a I’a-MSH

IV.2.1.1. La production des cytokines pro-inflammatoires

Les réponses inflammatoires cutanées sont largement médiées par la libération
de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a) et de cytokines
immunostimulatrices comme I'IFN-y par les cellules épidermiques. De nombreux
travaux ont montré que I'a-MSH était capable d’inhiber I'inflammation (Eves et al, 2006;
Lipton and Catania, 1997) et la production des cytokines pro-inflammatoires. Ce
mécanisme n’est pas restreint aux cellules cutanées et apparait étre conservé dans

toutes les cellules exprimant le récepteur MC1R.

La liaison de I'a-MSH sur le récepteur MC1R entraine l'inhibition de certaines
cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1, I'IL-6, le TNF-q, I'IL-2, 'IFN-y, I'IL-4 et I'IL-
13 (Adachi et al,, 1999; Luger et al.,, 1996; Luger et al., 2003) et de la chimiokine dérivée
des kératinocytes, KC (Getting et al., 2002; Getting et al., 2003b). De plus, I'a-MSH inhibe
le TNF-a et 'H202 générés par le stress oxydatif (Elliott et al., 2004; Haycock et al., 2000;
Moustafa et al., 2002).

[V.2.1.2. La synthése d’IL-10

L’a-MSH active la production d’'IL-10 (Bhardwaj et al, 1996), une cytokine aux
activités immunosuppressives. Ces effets immunosuppresseurs ont été mis en évidence
dans les cellules mononucléaires du sang périphérique (cellules PBMC) (Bhardwaj et al.,

1996) ainsi que dans des kératinocytes humains épidermiques (Redondo et al., 1998).
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[V.2.1.3. L’expression des molécules d’adhésion

Des études sur plusieurs types cellulaires cutanés comme les mélanocytes, les
fibroblastes et les cellules endothéliales ont montré que I'a-MSH était capable de
supprimer I'expression de la molécule d’adhésion ICAM-1 (Bohm et al., 2005a; Hill et al.,
2006; Kalden et al., 1999; Morandini et al, 1998; Sarkar et al.,, 2003; Scholzen et al,
2003). Les mélanomes répondent aux effets anti-inflammatoires de 'a-MSH de maniere

similaire aux autres cellules cutanées.

ICAM-1 joue un role central dans le controle des réactions inflammatoires et
immunitaires en coordonnant les interactions intercellulaires entre les cellules cibles de
la peau et les lymphocytes T (Kirnbauer et al, 1992). Les niveaux d’ICAM-1 sont
normalement tres faibles dans les kératinocytes humains (Singer et al., 1989; Vejlsgaard
et al, 1989) et dans les mélanocytes (Kirnbauer et al, 1992; Yohn et al, 1990).
Cependant, les niveaux d’expression peuvent étre induits quand les cellules sont
exposées a des stimuli pro-inflammatoires (IFN-y, IL-1, IL-6, LPS et TNF-a) (Dustin et al.,
1988; Kirnbauer et al., 1992; Krutmann et al., 1990; Yohn et al,, 1990). A l'inverse, les
lignées cellulaires humaines de mélanomes (A375, HBL) peuvent exprimer des niveaux
élevés d'ICAM-1 a leur surface (Kirnbauer et al, 1992). Cette expression constitutive
d’'ICAM-1 peut inhiber la liaison des lymphocytes T aux cellules tumorales (Kageshita et
al, 1993). L’a-MSH peut inhiber significativement la production d'ICAM-1 induite par le
TNF-a dans les mélanocytes et les mélanomes (Hedley et al, 1998; Morandini et al,
1998). L’'IBMX et la forskoline peuvent également inhiber cette production, suggérant
que l'a-MSH inhibe les voies de linflammation via I'AMPc (Hedley et al, 1998;
Morandini et al, 1998). De plus, I'inhibition d'ICAM-1 par I'a-MSH est reliée au nombre
de récepteurs MC1R exprimé par la cellule (Morandini et al., 1998).

D’autres molécules de surface modulées par I'a-MSH sont le CD86 et le CD40 qui
ont un role dans la présentation antigénique par les monocytes et les cellules
dendritiques. Dans les monocytes traités par le LPS, I'a-MSH supprime I'expression du
CD86 mais pas du CD80 (Bhardwaj et al., 1997). De plus, la modulation de I'expression
des molécules d’adhésion peut réduire la migration leucocytaire et par conséquent,
I'inflammation qui lui est associée. En conditions non inflammatoires, I'expression du

MC1R dans les monocytes et les cellules endothéliales n’est pas détectable.
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IV.2.1.4. Les médiateurs pro-inflammatoires

L’a-MSH supprime la synthése de PGE stimulée par I'lL-1 (Cannon et al, 1986).
Néanmoins, cet effet est dépendant du type cellulaire puisqu’il est observé dans les
mélanomes mais pas dans les cellules HaCaT (Nicolaou et al, 2004). Dans les
macrophages murins, I’a-MSH inhibe la production de *NO en inhibant I’expression de la
NO synthase inductible (iNOS) (Star et al, 1995). De plus, 'a-MSH inhibe les réponses
biologiques médiées par I'IL-8 dans les neutrophiles en diminuant I'expression de

CXCR1 et CXCR2 via I'inhibition des sérines protéases (Manna et al., 2006).

[V.2.1.5. Le facteur nucléaire NF-kB

Au niveau moléculaire, les effets anti-inflammatoires de I'a-MSH sont médiés par
I'inhibition du facteur nucléaire NF-kB. Les travaux de these de Genevieve Garcin ont
montré que la surexpression d'un récepteur MC1R fonctionnel dans des kératinocytes
humains HaCaT stimulés par I’a-MSH, entrainait une inhibition de 'expression du TNF-a
induite par les UVB. Cette inhibition serait alors responsable d'une activité basale plus

faible de NF-kB dans ces cellules (Garcin, 2007; Garcin et al,, 2009).

L’activation du facteur nucléaire NF-xB a lieu en réponse a de nombreux stimuli
inflammatoires. Ceux-ci déclenchent la protéolyse du composé inhibiteur cytoplasmique
IkBa et masque le signal de localisation nucléaire, permettant ainsi la translocation du
complexe hétérodimérique p50-p65 dans le noyau. Une interaction spécifique entre le
NF-kB et certaines régions promotrices facilite I'activation de I’ARN polymérase II et par

conséquent, la synthése d’ARN (Ghosh et al., 1998).

En 1998, Manna et Aggarwal ont montré pour la premiere fois que I'a-MSH
inhibait I'activation de NF-kB dans des cellules monocytaires humaines U937 (Manna
and Aggarwal, 1998). Un peu plus tard, I'’équipe de Luger démontra que I'a-MSH pouvait
inhiber I'activation de NF-xB induite par le LPS dans des cellules endothéliales HMEC-1,
entrainant ainsi une inhibition de I'’expression de certaines molécules d’adhésion comme

VCAM-1 et 'E-sélectine (Kalden et al., 1999).
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De plus, I'équipe de Lipton montra que I'inhibition de NF-«kB, par administration
d’a-MSH, entrainait une réduction de I’'expression des cytokines pro-inflammatoires et
de l'inflammation périphérique (Ichiyama et al, 1999). Dans les lignées cellulaires
macrophagiques RAW264.7 stimulées par le LPS, I'a-MSH, I'a-MSH1.1¢ et le KPV inhibent
la translocation nucléaire de NF-kB mais seules 'a-MSH et 'a-MSH1.10 entrainent des
réponses dépendantes de 'AMPc (Mandrika et al, 2001). Plus récemment, des travaux
ont montré que 'a-MSH inhibait I'expression de la métalloprotéinase MMP-13 induite
par le TNF-a en modulant I'activation de NF-kB et de la kinase p38 dans une lignée
cellulaire de sarcomes humains HTB-94 qui expriment le récepteur MC1R (Yoon et al.,

2008).

I1V.2.2. Les mécanismes anti-inflammatoires associés au KPV

Le KPV est la séquence minimale de l'a-MSH nécessaire pour inhiber
I'inflammation in vivo (Lipton and Catania, 1997). Le KPV inhibe 'activation de NF-xB
induite par le TNF-a, des MAPK, de certaines cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-
12) (Dalmasso et al., 2008) et de 'H202 (Haycock et al., 2000; Moustafa et al., 2002) dans
les kératinocytes et les mélanomes. Le KPV exerce des effets anti-inflammatoires
indépendamment du récepteur MC1R (Dalmasso et al., 2008; Mandrika et al., 2001) mais
interfére avec la liaison de I'IL-1B sur son récepteur de type I (Getting et al, 2003b;
Mugridge et al., 1991). En effet, le KPV ressemble a un antagoniste du récepteur a I'lL-1,
le peptide KPT (Ferreira et al, 1988). De plus, le KPV n’induit pas d’augmentation de
I’AMPc et agit également dans les mutants MC1R non fonctionnels (Getting et al., 2003b).

Récemment, Dalmasso et al. ont montré que les effets anti-inflammatoires du KPV
n’était pas médiés par le récepteur MC1R mais par le pepT1 (Dalmasso et al., 2008). Le
pepT1 est un transporteur oligopeptidique localisé a 1a membrane apicale des cellules
épithéliales de l'intestin et qui cotransporte les peptides et les protons (Steel et al.,
1997). L’effet du KPV sur l'inflammation est maintenant utilisé dans le traitement de
certaines maladies inflammatoires comme la maladie de Crohn (Laroui et al, 2010).
Pour cela, des nanoparticules ont été synthétisées afin de délivrer le KPV directement au
niveau du site inflammatoire a une concentration 12.000 fois inférieure qu’en solution et

pour la méme efficacité thérapeutique.
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PARTIE 3 : LES ESPECES REACTIVES DE L’OXYGENE
DANS LA CELLULE

Le stress oxydatif est une situation dans laquelle la cellule ne contréle plus la
présence excessive d’especes réactives de I'oxygene ou ERO et d’espéces réactives de
I'azote ou ERA (Halliwell and Gutteridge, 1999; Valko et al, 2006). Ces espéces

chimiques interviennent a plusieurs niveaux :

I Elles sont générées par les UV, les rayons X et les rayons y ;

B Elles sont produites par les réactions catalysées par les métaux ;

B Elles sont produites par les neutrophiles et les macrophages durant
I'inflammation ;

B Ce sont les sous-produits des réactions catalysées par la chaine respiratoire

mitochondriale (Cadenas, 1989).

Les ERO sont connues pour jouer un double réle dans les systemes biologiques
car elles peuvent avoir des effets a la fois bénéfiques et déléteres dans les organismes
vivants (Valko et al.,, 2004). Concernant les effets bénéfiques, elles interviennent dans les
mécanismes de défense contre les agents infectieux et dans l'induction des réponses
cellulaires. Par contre, a de fortes concentrations, les ERO peuvent entrainer
d'importants dommages dans les structures cellulaires et notamment, au niveau des
membranes biologiques, des lipides, des protéines et des acides nucléiques (Poli et al.,
2004) ; on parle alors de stress oxydatif. Les effets déléteres des ERO sont contrés par
I'action d’'un systéme complexe d’enzymes et de molécules antioxydantes (Halliwell,
1996). L’accumulation de dommages oxydatifs dans les cellules est a l'origine du
vieillissement cutané, de cancers et de maladies neurodégénératives (Halliwell and

Gutteridge, 1999).
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I. LE STRESS OXYDATIF

I.1. Chimie et biochimie du stress oxydatif

Les radicaux libres sont des molécules ou des fragments moléculaires contenant
un ou plusieurs électrons non appariés (Figure 25), ce qui confere une forte réactivité a
la molécule. Parmi toutes les espeéces radicalaires susceptibles de se former dans les
cellules, il convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires appelé
radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires, se forment par
réaction des radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule. Ces
radicaux primaires dérivent de l'oxygéne par des réductions a un électron comme
I'anion superoxyde (0O2*) et le radical hydroxyle (*OH), ou dérivent de I’azote comme le
monoxyde d’azote (*NO) (Yoshikawa et al, 2000). D’autres especes dérivées de
I'oxygéne comme l'oxygene singulet (10:), le péroxyde d’hydrogene (H:02) et le
nitropéroxyde (ONOOH) ne sont pas des radicaux libres, mais peuvent étre des

précurseurs de radicaux.

Les ERO peuvent étre produites a partir de substances endogénes et exogenes.
Les sources potentielles endogenes incluent la NADPH oxydase, la mitochondrie, les
péroxysomes et l'inflammation (Inoue et al, 2003). D’autres sources endogenes de
génération d’ERO cellulaires sont les neutrophiles, les éosinophiles et les macrophages.
L’activation des macrophages entraine une augmentation de I'assimilation en oxygene
qui se traduit par la production d’02*, de *NO et d'H202 (Conner and Grisham, 1996)
(Figure 25). Les ERO peuvent étre également produites par des sources exogenes

comme les composés chlorés, les métaux et les UV.
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Figure 25: Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de
I'oxygéne. SOD : superoxyde dismutase (Favier, 2003).

I.1.1. Les especes réactives de l’'oxygene

L’02*, radical primaire, est produit par divers processus métaboliques ou par une
réaction de photosensibilisation de type 2. Cette réaction photodynamique passe par la
transformation d’'un substrat en radical libre, qui interagit alors avec l'oxygéne pour
former I'0O2*-. Il peut ensuite interagir avec d’autres molécules afin de générer des
radicaux secondaires, soit directement soit par des réactions catalysées par des métaux
ou des enzymes (Fridovich, 1986). O;°*- ne réagit pas directement avec les polypeptides,
les sucres ou les acides nucléiques mais est transformé par une réaction de dismutation

en H202 (Desideri and Falconi, 2003) :
202*- + 2H* = H202 + Oz (réaction catalysée par la superoxyde dismutase ou SOD)

La génération de radicaux libres est étroitement reliée a la présence de métaux
(Valko et al, 2005). Ainsi, la libération de Fe(Il) peut participer a la réaction de Fenton
générant ainsi de '*OH tres réactif (Klebanoff, 1980; Thannickal and Fanburg, 2000) :

Fe(II) + H202 = Fe(lll) + *OH + OH-
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L’O2* participe également a la réaction de Haber-Weiss qui combine la réaction

de Fenton et la réduction du Fe(III) par 'Oz

02* + H202 = O2 + *OH + OH- (Liochev and Fridovich, 2002)

1.1.2. Les espéces réactives de I'azote

L’oxyde nitrique (*NO) est impliqué dans différents processus physiologiques
comme la transmission neuronale, la régulation de la pression sanguine, les mécanismes
de défense, la relaxation musculaire et 'immunité (Alderton et al., 2001; Archer, 1993;
Bergendi et al., 1999; Forstermann et al., 1998). Le *NO est généré dans les tissus
biologiques par les oxydes nitriques synthases (NOS) qui transforment I'arginine en
citrulline (Ghafourifar and Cadenas, 2005). La r-arginine potentialise la cytotoxicité et
les dommages a ’ADN induits par une exposition des cellules HaCaT aux UVA et cette
action est bloquée par un inhibiteur des NO synthases, la 1-thio-.-thiocitrulline (Didier et
al, 1999). Ces auteurs suggerent également que le ratio oxyde nitrique/anion
superoxyde joue un rdle clé dans ces processus (Didier et al, 1999). Dans le milieu
extracellulaire, le *NO réagit avec I'oxygene et I'eau pour former des ions nitrates et

nitrites.

Les cellules du systeme immunitaire produisent a la fois de I'0Oz*- et du *NO durant
I'inflammation qui peuvent réagir ensemble et produire 'anion péroxynitrique (ONOO-),
un radical libre causant des fragmentations de 'ADN et des oxydations lipidiques (Carr

etal, 2000):
*NO+ O2*- = ONOO-
Le *NO se lie ensuite rapidement a certains métaux de transition comme le Fe(II):

Fe(II) + *NO > Fe(I)-NO
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I.2. Les conséquences du stress oxvdatif

La production excessive de radicaux libres provoque des dommages au niveau
des molécules biologiques comme I’ADN, les protéines, les lipides et les glucides. Des
lésions secondaires dues au caractéere cytotoxique et mutagene des métabolites libérés

lors de I'oxydation des lipides peuvent également se produire.

1.2.1. Les dommages de I’ADN

L'ADN est une molécule tres sensible a 1'attaque par les radicaux oxygénés. On
dénombre cinq classes principales de dommages oxydatifs médiés par *OH (Dizdaroglu
et al, 2002): les bases oxydées, les sites abasiques, les adduits intra-caténaires, les

cassures de brins et les pontages ADN-protéines (Cadet et al,, 2002) (Figure 26).
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Figure 26: Les dommages oxydatifs de ’ADN par les espéces réactives de I'oxygene (Favier,
2003).

Les bases qui composent I'ADN, et particulierement la guanine, sont sensibles a
I'oxydation. L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer l'oxydation des bases,
engendrant un grand nombre de bases modifiées comme la 8 oxo-guanine ou
I'oxazolone. Les ERO peuvent aussi attaquer la liaison entre la base et le sucre créant un

site abasique.
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Elles peuvent également attaquer le sucre lui-méme créant une coupure de
chaine simple brin (Figure 26). Les dommages indirects de I’ADN sont la conséquence

de I'attaque des lipides dont la péroxydation génere des aldéhydes mutagenes.

En plus des ERO, 'ONOO- et le *“NO peuvent étre impliqués dans les dommages de
I’ADN (Brown and Borutaite, 2001). Apres réaction avec la guanine, 'ONOO- entraine la
formation de la 8-nitroguanine. De part sa structure, cet adduit entraine a son tour des

modifications de bases de type G:C>T:A.

1.2.2. Les dommages des lipides

Les lipides et les acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque
radicalaire de *OH (Esterbauer et al, 1991; Marnett, 1999). Ce radical est capable
d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons pour
former un radical diéne conjugué. Cette réaction est appelée péroxydation lipidique
(Esterbauer et al, 1992) (Figure 27). Les péroxydes peuvent alors suivre plusieurs
voies. Ils peuvent étre réduits et neutralisés par une enzyme antioxydante, la GPx ou
continuer a s'oxyder et a se fragmenter en aldéhydes acides et en alcanes comme
’éthane, I’éthylene ou le pentane. Le radical péroxyle peut libérer différents aldéhydes
toxiques et carcinogénes comme le malonaldialdéhyde (MDA) ou le 4-hydroxy-2-
nonénal (HNE) (Figure 27). La transmission en chaine de la réaction de péroxydation

lipidique est stoppée par la vitamine E présente dans les membranes biologiques.
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Figure 27: Mécanismes en chaine de la péroxydation des acides gras polyinsaturés et

nature des produits terminaux formés. MDA : malonaldialdéhyde ; HO-:

(Favier, 2003).

radical hydroxyle

Cette péroxydation lipidique peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les

phospholipides membranaires. L'attaque des lipides circulants aboutit a la formation de

lipoprotéines de densité légere (LDL) oxydées qui, captées par les macrophages,

formeront le dépot lipidique de la plaque d'athérome. L'attaque des phospholipides

membranaires modifie la fluidité des membranes et entraine un dysfonctionnement de

certains récepteurs et des voies de transduction du signal.

1.2.3. Les dommages des protéines

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont celles qui

contiennent un groupement sulfthydryle (SH), motif que l'on retrouve dans de

nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport (Figure 28).
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Figure 28: Modifications des chaines latérales des acides aminés aprés attaque
radicalaire (Favier, 2003).

Les dommages protéiques catalysés par les métaux regroupent la scission
oxydative, la perte de résidus histidine, les ponts bi-tyrosine, l'introduction de
groupements carbonyles, la formation de groupements alkyles R°, alkoxyles RO* et
alkylpéroxyles ROO* et la formation de radicaux (Davies, 1987; Davies and Delsignore,
1987; Davies et al., 1987a; Davies et al., 1987b; Stadtman, 1990). Les chaines latérales de
tous les acides aminés peuvent étre oxydées par les UV et par l'action des ERO et des

ERA (Stadtman, 2004), et en particulier par I'action de *OH.

Le *NO réagit rapidement avec I'0O2* pour former de 'ONOO- capable de réagir a
son tour avec les groupements sulfhydryles présents dans les protéines au niveau des
résidus tyrosine et tryptophane. Il peut également oxyder les résidus méthionine en
meéthionine sulfoxyde. La nitration des résidus tyrosine est un processus irréversible qui

empéche la phosphorylation de ces résidus dans les protéines régulatrices.

Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques et
deviennent beaucoup plus sensibles a l'action des protéases et notamment du
protéasome. Les protéines oxydées deviennent aussi tres hydrophobes, soit par
suppression de groupements amines ionisables, soit par extériorisation des zones
hydrophobes. Elles vont alors former des amas anormaux associés aux lipides sous le

terme de lipofuschines.
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1.2.4. Les dommages des glucides

Les ERO attaquent majoritairement les protéoglycanes du cartilage. De plus, le
glucose peut s'oxyder en présence de traces métalliques et libérer des cétoaldéhydes, de

I’'H20; et du *OH.

I.3. Les mécanismes de défense antioxydant

Les effets du stress oxydatif sont contrés par l'action d’'un systéme complexe
d’antioxydants non enzymatiques et enzymatiques. Les enzymes antioxydantes les plus
efficaces sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathione péroxydase
(GPx) (Mates et al,, 1999). Les antioxydants non enzymatiques incluent la vitamine C
(ascorbate), la vitamine E (tocophérol), les caroténoides, les thiols (glutathion,

thiorédoxine et acide lipoique) et les polyphénols (McCall and Frei, 1999).

[.3.1. Les enzymes antioxvdantes

[.3.1.1. La superoxyde dismutase (SOD)

La SOD catalyse la dismutation de I'O2*- en Oz et en H20>. Cette enzyme existe sous
plusieurs isoformes qui different selon la nature de leur centre actif métallique. Chez
I'Homme, il existe trois formes de SOD: la SOD cytosolique Cu, Zn-SOD, la SOD
mitochondriale Mn-SOD et la SOD extracellulaire EC-SOD (Landis and Tower, 2005).

[.3.1.2. La catalase

La catalase est une enzyme présente chez les plantes, les animaux et les bactéries

aérobies (Mates et al., 1999) qui est localisée dans le péroxysome.
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Cette enzyme catalyse la conversion du H202 en Oz et H20 suivant la réaction :

2H,0, 2 2H20 + O,

[.3.1.3. La glutathione péroxydase (GPx)

Il existe deux formes de GPx, la glutathione-S-transférase (GST) indépendante du
sélénium et la GPx qui est dépendante du sélénium (Mates et al, 1999). L'Homme
posséde quatre GPx (Mates et al, 1999) qui ont pour réle de réduire les péroxydes en
sélénoles (Se-OH). Les GPx agissent en coordination avec le tripeptide glutathion (GSH).
Le substrat des GPx est 'H202 ou un péroxyde organique ROOH. La GPx décompose les

péroxydes en eau ou en alcool tout en oxydant simultanément le GSH selon la réaction :
2 GSH + H202 2 GSSG + 2H20

2 GSH + ROOH - GSSG + ROH + H20

1.3.2. Les antioxydants non enzymatiques

[.3.2.1. La vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est un antioxydant tres puissant. Elle
augmente les niveaux intracellulaires de GSH ce qui joue un role important dans la
protection des groupements thiols des protéines (Naziroglu and Butterworth, 2005). Ces
partenaires majeurs sont la vitamine E et les caroténoides mais elle agit également avec
les enzymes antioxydantes. La vitamine C coopeére avec la vitamine E afin de régénérer
I'a-tocophérol a partir des radicaux a-tocophérols présents dans les membranes et les
lipoprotéines (Carr and Frei, 1999; Kojo, 2004). La vitamine C peut directement piéger
1’02+, I'*OH, I'102 et réduire I'H202 en eau (Noctor and Foyer, 1998).

Des études in vitro et ex vivo ont montré que la vitamine C plasmatique était
capable d’augmenter la résistance a la péroxydation lipidique méme en présence d’ions

meétalliques actifs et d’'H20; (Suh et al.,, 2003).
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La vitamine C est également capable de réguler certains facteurs modulant
I'expression génique, 'apoptose et diverses fonctions cellulaires (You et al., 2000). Enfin,
les cellules traitées par la vitamine C et exposées aux UVB montrent une diminution de
I'ordre de 50% de la phosphorylation de JNK (pour c-Jun N-terminal Kinase) indiquant
que cette vitamine inhibe les voies de signalisation JNK/AP-1 (pour Activator Protein-1)

(McArdle et al., 2002).

[.3.2.2. La vitamine E

La vitamine E est une vitamine liposoluble qui existe sous huit formes différentes.
L’a-tocophérol est la forme la plus active chez I'Homme et est considéré comme
I'antioxydant membranaire majeur utilisé par les cellules (Burton and Ingold, 1989). La
fonction principale de la vitamine E est de protéger les cellules contre la péroxydation
lipidique (Pryor, 2000). L’a-tocophérol est converti en un radical a-tocophérol par le
transfert d'un hydrogene labile a un lipide ou a un radical péroxyle lipidique. Le radical
a-tocophérol est ensuite réduit en la forme originale de l'a-tocophérol par l'acide

ascorbique (Kojo, 2004).

[.3.2.3. Les antioxydants des fonctions thiols

1.3.2.3.1.Le glutathion (GSH)

Le GSH est tres abondant dans le cytosol, dans le noyau et dans la mitochondrie
ou il est I'antioxydant soluble majeur de ces compartiments cellulaires (Masella et al.,
2005). La forme réduite du glutathion est le GSH et la forme oxydée est le glutathion
disulfure (GSSG).

Un environnement oxydatif entraine une modification rapide des groupements
thiols des protéines (protéine-SH). Des réactions d’oxydation aboutissent a des acides
sulféniques (protéine-SOH) et a des radicaux thiyls (protéine-S*) (Ji et al, 1999). Ces
produits partiellement oxydés réagissent avec le GSH et forment des protéines S-

glutathiolées (protéine-SSG).
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Ces protéines-SSG entrent dans le cycle du GSH ou elles sont réduites, par la
glutathione réductase, la glutarédoxine et la thiorédoxine, en groupements thiols
protéiques (protéine-SH). Cependant, si le processus d’oxydation des groupements
thiols n’est pas piégé par le GSH, on assiste a la formation irréversible d’acides

sulfiniques (protéine-SO2H) et d’acides sulfoniques (protéine-SO3H) (Figure 29).
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Figure 29 : Role du GSH dans I'oxydation des groupements thiols des protéines (Valko et
al., 2006).

[.3.2.3.2.Le systéme thiorédoxine

La thiorédoxine (TRX) est une petite protéine multifonctionnelle contenant un
site actif conservé Cys-Gly-Pro-Cys (Nakamura et al.,, 1997) et deux groupements thiols
adjacents. La TRX contréle un grand nombre de facteurs de transcription affectant la
prolifération cellulaire. Elle inhibe I'activité de NF-kB dans le cytoplasme et augmente la

liaison de NF-kB a I’ADN dans le noyau (Hirota et al, 1999).

[.3.2.4. Les oligoéléments

Le sélénium est un antioxydant qui empéche la transformation maligne des
cellules normales. Ces effets protecteurs sont dus a la présence du sélénium dans la GPx
et dans la thiorédoxine réductase (TrxR), enzymes impliquées dans la protection de
I’ADN et des autres composés cellulaires contre le stress oxydatif (Schrauzer, 2000;

Trueba et al., 2004; Valko et al., 2006).
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Le sélénium est également impliqué dans la transduction du signal via I'activation
des MAPK (pour Mitogen-Activated Protein Kinases) et de certains facteurs de

transcription comme AP-1, NF-kB et p53 (Makropoulos et al., 1996).

Le zinc joue un role essentiel dans I'intégrité des membranes cellulaires et est un
composé de plus de 300 enzymes fonctionnant dans le métabolisme des lipides, des
protéines et des sucres (Parkin, 2004). Le zinc stabilise la conformation des facteurs de
transcription et module les processus de transduction du signal (Formigari et al., 2007).
De plus, des études ont mis en évidence que le zinc pouvait interagir avec le cuivre et le
fer afin de diminuer le contenu en métaux des tissus et afin de retarder les processus

oxydatifs (Bagchi et al., 1997; Bray and Bettger, 1990).

1.3.2.5. Les polyphénols

Les composés phénoliques comme les flavonoides, 1'épigallocatéchine gallate
(EGCQG) et le resvératrol sont des antioxydants qui fonctionnent comme terminateurs de
chaines de radicaux libres et comme chélateurs d’ions métalliques (Schroeter et al,
2002). Les antioxydants phénoliques (PhOH) interferent avec la péroxydation lipidique

par le transfert rapide d’atomes d’hydrogene aux radicaux libres selon la réaction :

ROO* + PhOH - ROOH + PhO*

II. SOURCES CELLULAIRES ET REGULATIONS DES ERO

II.1. Le péroxysome

I1.1.1. Le stress oxydatif péroxysomal

Les péroxysomes sont des organites cellulaires chargés de la détoxification des
cellules. Ils jouent un réle majeur dans la production et la capture des ERO, en

particulier de I'H202 produit par les mitochondries.
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Le processus métabolique majeur contribuant a la génération de I'H,02 dans les
péroxysomes est la (B-oxydation des acides gras a longues chaines et les réactions

enzymatiques des flavines oxydases.

Afin de dégrader les ERO et de maintenir un équilibre entre production et capture
des ERO, les péroxysomes possedent des mécanismes de défense antioxydants (Figure

30).
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Figure 30: Représentation schématique des enzymes péroxysomales qui produisent et
dégradent les ERO (Schrader and Fahimi, 2006).

I1.1.2. Les enzymes péroxysomales

[1.1.2.1. Les enzymes péroxysomales de génération d’ERO

Dans les péroxysomes, les sources majeures de production d’H202 sont les

oxydases qui transferent I'hydrogene vers I'oxygeéne moléculaire (Tableau 2).
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Enzyme Substrat ERO

AcylCoA oxydases Acides gras a longues chaines H.0;

Urate oxydase Acide urique H20:
Xanthine oxydase Xanthine H:0, 0;-

p-amino acide oxydase p-proline H.0;

Acide pipécolique oxydase Acide 1-pipécolique H20:

p-aspartate
p-aspartate oxydase H20:
N-méthyl-p-aspartate

Sarcosine oxydase Sarcosine, pipécolate H:0:

Acide (-alpha-hydroxyle oxydase Glycolate, lactate H.0;
Polyamine oxydase N-acétyl spermine/spermidine H,0;
Oxyde nitrique synthase L-arginine ‘NO

Tableau 2 : Enzymes péroxysomales de génération d’ERO (Schrader and Fahimi, 2006).

La B-oxydation des acides gras est le processus métabolique le plus important
dans les péroxysomes contribuant a la formation d’H202 (Poirier et al, 2006). Le
métabolisme lipidique péroxysomal est inductible par une grande variété de substrats

endogenes et exogenes via le facteur de transcription nucléaire PPARa (Reddy, 2004).

[1.1.2.2. Les enzymes péroxysomales d’élimination des ERO

Dans les péroxysomes, on retrouve également des enzymes antioxydantes qui

vont contribuer a I'élimination des ERO (Tableau 3).
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Enzyme Substrat Enzyme également présente dans :
Catalase H.0; Cytoplasme, noyau, mitochondrie
GPx H»0; Tous les compartiments cellulaires
Mn-SOD 02 Mitochondrie
Cu, Zn-SOD 0, Cytoplasme
Epoxyde hydrolase Epoxydes RE et cytoplasme
Péroxyrédoxine I H.0; Cytoplasme, noyau, mitochondrie
PMP 20 H,0: Péroxysomes

Tableau 3: Enzymes de dégradation des ERO dans les péroxysomes. Mn, manganese ; Cu,
cuivre; Zn, zinc; RE, réticulum endoplasmique; PMP, protéine membranaire péroxysomale
(Schrader and Fahimi, 2006).

Dans la plupart des cellules eucaryotes, la Mn-SOD est localisée dans la
mitochondrie mais on la retrouve également dans les péroxysomes (Singh et al.,, 1999).
La péroxyrédoxine I possede une activité péroxydase dépendante de la
thiorédoxine avec une forte affinité pour les hemes pro-oxydants (Iwahara et al., 1995).
Ces enzymes jouent un réle important dans la protection des cellules contre le stress

oxydatif et dans la signalisation cellulaire (Hofmann et al., 2002).

I1.1.3. Les régulations du stress oxydatif dans les péroxysomes

[1.1.3.1. Les régulations enzymatiques

Une élévation de I'oxygéne moléculaire induit une augmentation modérée du
volume des péroxysomes et des enzymes impliquées dans la capture des ERO. Une
élévation des enzymes antioxydantes peut inhiber l'apoptose et promouvoir la

carcinogénese (Corcoran et al., 1994).
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[1.1.3.2. Les régulations morphologiques

Dans les cellules en culture, le stress oxydatif induit des changements
morphologiques des péroxysomes. En effet, une élongation des péroxysomes est
observée apres UV ou apres exposition directe a ’'H202 (Hockberger et al, 1999;
Schrader and Fahimi, 2004; Schrader et al, 1999). Le traitement par des antioxydants
bloque I'élongation des péroxysomes suggérant le role des ERO dans la croissance

péroxysomale induite par les UV (Schrader et al., 1999).

[1.1.3.3. Péroxysomes et inflammation

L’acide arachidonique est un substrat pour la (-oxydation péroxysomale et
stimule la production d’ERO dans les cellules en culture (Dymkowska et al., 2006). Le
TNF-a supprime l'expression de la catalase et de certaines enzymes péroxysomales
(Beier et al,, 1992) et réduit simultanément les niveaux d’ARNm des enzymes de la §3-
oxydation (Beier et al, 1997). Comme les péroxysomes ont un role central dans le
catabolisme des médiateurs lipidiques de l'inflammation comme les leucotrienes B4
(Jedlitschky et al, 1991), la perte de fonction des péroxysomes peut contribuer

largement a la prolongation et a I'intensification des processus inflammatoires.

II.2. La mitochondrie

I1.2.1. Généralités sur les mitochondries

Les mitochondries sont des organites présents dans toutes les cellules des
organismes eucaryotes. Elles sont constituées de deux membranes (une interne et une

externe), d’'un espace inter-membranaire et d’'une matrice (Figure 31).
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Membrans exleme

Membrane inteme
Ribosome

Figure 31 : Coupe schématique d’'une mitochondrie (Campbell, 1995).

La mitochondrie est considérée comme la centrale énergétique de la cellule car
c’est le siege de la phosphorylation oxydative. Lors du cycle respiratoire, 1'énergie des
molécules organiques comme le glucose est transformée en énergie directement
utilisable par la cellule sous forme d’ATP. Les deux derniéres phases de la respiration
cellulaire ont lieu dans la mitochondrie. Il s’agit du cycle de Krebs dans la matrice et de
la chaine de transport d'électrons au niveau de la membrane interne (Figure 32). Un
autre role de la mitochondrie est sa participation au mécanisme de 1'apoptose (Degli

Esposti, 2004; Gogvadze et al., 2006; Jeong and Seol, 2008; Wang and Youle, 2009).

Enfin, la mitochondrie est une importante source d’ERO dans les cellules (Adam-
Vizi and Chinopoulos, 2006; Andreyev et al.,, 2005; Balaban et al., 2005; Turrens, 2003).
Cette production d’ERO contribue aux dommages mitochondriaux dans certaines
pathologies mais est également importante dans la signalisation cellulaire. L’ERO
majoritaire est 'Oz qui est produite dans la matrice mitochondriale (Forman and

Kennedy, 1974; Weisiger and Fridovich, 1973).
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Figure 32: Représentation schématique de la chaine de transport d’électrons
mitochondriale. 1: complexe I ou NADH deshydrogénase; II: complexe Il ou succinate Q
réductase ; III : complexe III ou cytochrome c réductase cytochrome b-c1; IV : complexe IV ou
cytochrome c oxydase; citric acid cycle: cycle de Krebs (illustration extraite de
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chaine__respiratoire).

11.2.2. Le métabolisme des ERO dans la mitochondrie

[1.2.2.1. Le stress oxydatif mitochondrial

La majorité des ERO sont produites par la respiration mitochondriale. Environ 1 a
2% de l'oxygene moléculaire consommé durant la respiration est converti en radicaux
libres. La réduction de I'oxygene moléculaire produit un intermédiaire stable, 1'02*- qui

sert de précurseur a la plupart des ERO (Figure 33).
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Figure 33: Production et inactivation des ERO dans la mitochondrie. GSH: glutathion
réduit ; GSSG : glutathion disulfure ; GPx : glutathione péroxydase ; Grx: glutarédoxine ; IDHm :
isocitrate mitochondriale deshydrogénase; NADP: nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate ; Prx: péroxyrédoxine ; SOD : superoxyde dismutase; TH: transhydrogénase; Trx:
thiorédoxine ; TrxR : thiorédoxine réductase (Ott et al., 2007).

La chaine de transport d’électrons mitochondriale (Figure 32) contient plusieurs
centres oxydo-réducteurs qui peuvent capturer des électrons a I'oxygene moléculaire,
servant donc de source primaire a la production d’ERO dans les cellules (Andreyev et al.,
2005). Cette génération est trés importante comparée a la production d’ERO
cytosolique. De plus, des travaux ont révélé qu'’il existait des liens étroits entre la

mitochondrie et le systeme NADPH oxydase (Lee et al., 2006; Wosniak et al., 2009).

La production d’ERO mitochondriale débute par le transfert d'un électron de
I'oxygeéne moléculaire, au niveau des complexes I et III, qui conduit a la formation d'0z*
(Turrens, 1997). L’O2* est ensuite capturé par la Mn-SOD entrainant la formation d’'H20>
(Figure 33). Enfin, 'H20; réagit en présence de métaux de transition réduits comme le

fer et entraine la production d’*OH.

La mitochondrie est également une source de *NO. Le *NO est généré par la
famille des oxydes nitriques synthases (NOS) qui incluent la NOS neuronale (nNOS), la
NOS endothéliale (eNOS) et la NOS inductible (iNOS). Ces enzymes synthétisent le *NO
en utilisant la p-arginine comme substrat et le NADPH comme donneur d’électrons. Des
études ont suggéré qu’'un isoforme NOS était présent dans la mitochondrie (Bates et al.,

1996; Frandsen et al., 1996; Kobzik et al., 1995).
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La fonction principale des NOS est de réguler les taux respiratoires en inhibant de
facon réversible la cytochrome c oxydase (Giulivi, 2003). La réaction du *NO avec 02*
génere une espece hautement réactive, le ONOO- qui est a 'origine de I'oxydation et de la

nitration des protéines (Radi et al., 1991).

Enfin, I''0; peut avoir également un réle dans l'état oxydo-réducteur de la
mitochondrie. Cette ERO est a l'origine des dommages de I’ADN mitochondrial induits
par les UVA (Berneburg et al, 1999) et agit sur la voie intrinseque de I'apoptose en

libérant les protéines pro-apoptotiques (Danial and Korsmeyer, 2004).

[1.2.2.2. Le systéme antioxydant mitochondrial

La plus importante des protections antioxydantes dans la mitochondrie est le
GSH et les enzymes antioxydantes qui lui sont liées comme la GPx1 et la GPx4 (Figure
33). Elles catalysent la réduction de I'H202 et des hydropéroxydes lipidiques, avec le GSH
comme donneur d’électrons. La GPx4 réduit les groupements hydropéroxydes des
phospholipides, des lipoprotéines et des esters de cholestérol. En raison de sa petite
taille et de I'importance de sa surface hydrophobe, la GPx4 peut interagir avec les
hydropéroxydes des lipides membranaires et ce, plus efficacement que la voie de la

phospholipase A2-GPx1 (Antunes et al., 1995).

Le systeme thiorédoxine mitochondrial, qui inclut la thiorédoxine 2 (Trx2) et la
thiorédoxine réductase 2 (TrxR2), permet de maintenir les protéines mitochondriales
sous forme réduite (Figure 33). Le systéeme thiorédoxine peut également interagir avec
les péroxyrédoxines (Prx), une famille de péroxydases spécifiques des fonctions thiols,
afin de réduire 'H20? et les hydropéroxydes lipidiques (Chae et al, 1999). Un isoforme
de la Prx, la Prxlll, est exclusivement retrouvé dans la mitochondrie (Watabe et al,

1997).
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I1.2.3. Les

conséquences du

stress oxvdatif mitochondrial sur

I'apoptose

[1.2.3.1. Oxvdation de la cardiolipine et libération du cytochrome c

Le cytochrome c est normalement lié a la membrane interne mitochondriale par

une association avec la cardiolipine, un phospholipide anionique. La cardiolipine est

seulement présente dans la mitochondrie ou elle confere fluidité et stabilité aux

membranes. L’oxydation de la cardiolipine diminue son affinité de liaison pour le

cytochrome c ce qui facilite sa mobilisation (Figure 34).
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Figure 34 : Role des ERO dans le contréle de la mort cellulaire au sein de la mitochondrie.
cardioL. : cardiolipine ; cardioL-ox: cardiolipine oxydée; cytc: cytochrome c; PTP: pore de
perméabilité transitionnel ; ERO : espéces réactives de 'oxygene (Ott et al., 2007).

La libération du cytochrome c durant 'apoptose est un processus en deux étapes.

Dans la premiere étape, le cytochrome c se détache de la membrane interne

mitochondriale puis dans la seconde étape, on assiste a une perméabilisation de la

membrane externe mitochondriale et a une libération du cytochrome c dans le cytosol

(Ottetal, 2002).

Page 94



Syntheése Bibliographique - Partie 3 : Les especes réactives de I'oxygéne

Les ERO facilitent la dissociation entre le cytochrome c et la cardiolipine (Shidoji
et al, 1999) en activant la péroxydation lipidique (Kirkland et al., 2002) ce qui se traduit
par une libération du cytochrome c dans le cytosol via les pores formés par les protéines
pro-apoptotiques (Figure 34). De plus, la production d’ERO entraine une oxydation de
la cardiolipine combinée a une inhibition du complexe IV de la chalne de transport

d’électrons (Petrosillo et al., 2005).

[1.2.3.2. Les modulateurs pro-oxydants des ERO

Une source possible d’ERO dans la mitochondrie des cellules apoptotiques est la
protéine p66Shc, une enzyme qui utilise les équivalents réduits de la chaine de transport
d’électrons pour oxyder le cytochrome c (Giorgio et al., 2005) (Figure 34). Cette enzyme
forme un complexe avec Hsp70 qui est dissocié pendant I'apoptose. Cette dissociation

est suivie d'une libération de p66Shc qui se lie au cytochrome c ce qui génere de 1'H20x.

Le facteur de transcription p53 est également impliqué dans la régulation de
I'oxydation cellulaire. L’'interaction des ERO avec I’ADN entraine des dommages
importants qui induisent une stabilisation de p53. L’augmentation de I'activité de p53
déclenche alors I'expression des protéines pro-apoptotiques Bax et PUMA entrainant

une libération du cytochrome c et I'activation de la cascade apoptotique.

I1.3. Le systeme NADPH oxydase

La famille des NADPH oxydases également appelée Nox (pour NADPH oxydases)
sont des protéines impliquées dans le transfert d’électrons a travers les membranes
biologiques (Bedard and Krause, 2007). Les NADPH oxydases sont les seules enzymes
dont la fonction primaire et unique est de produire des ERO. De maniere générale,
I'accepteur d’électrons est 'oxygene et le produit de la réaction du transfert d’électrons
est 1’02~ Il existe sept isoformes Nox qui sont spécifiques de certains tissus et de

certaines cellules (Tableau 4).
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Répartition . - . . .
Isoforme Répartition tissulaire mineure

tissulaire majeure

Nox1 Colon Muscle, endothélium, placenta, prostate, ostéoclastes

Lymphocytes B, neurones, cardiomyocytes, muscle,

Nox2 Phagocytes hépatocytes, endothélium, cellules souches
hématopoiétiques
Nox3 Oreille interne Cerveau, rein et rate embryonnaires

. ) Ostéoclastes, endothélium, muscle, cellules souches
Rein, vaisseaux

Nox4 hématopoiétiques, fibroblastes, kératinocytes, mélanomes,
sanguins
neurones
Nox5 Lymphe Endothélium, muscle, pancréas, placenta, estomac
Duox1 Thyroide Epithélium respiratoire, cervelet
Duox2 Thyroide Glandes salivaires, épithélium respiratoire, utérus, pancréas

Tableau 4 : Distribution tissulaire des enzymes Nox (Bedard and Krause, 2007).

I1.3.1. Les enzymes Nox

Les propriétés structurales des enzymes Nox sont conservées entre les différents

membres de la famille et incluent :

B Un site de liaison au NADPH c6té C-terminal ;

g Une région de liaison au FAD ;

B Six domaines transmembranaires conservés ;

B Quatre histidines hautement conservées se liant au heme et localisées sur les

domaines transmembranaires Il et V (Figure 35).
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Figure 35: Structure de lI'isoforme Nox2 de la NADPH oxydase. Les histidines relient les
deux hemes contenant chacun un atome de fer (illustration extraite de la these de Minh Vu
Chuong Nguyen (NGuyen, 2008)).

[1.3.1.1. Nox2 : prototype Nox

Nox2 ou gp91rhox 3 été décrite pour la premieére fois dans les neutrophiles et les
macrophages et est encore appelée NADPH oxydase phagocytaire. Nox2 est également
exprimée dans les cellules non phagocytaires comme les neurones (Serrano et al., 2003),
les cardiomyocytes (Heymes et al., 2003), les myocytes (Javesghani et al, 2002), les
hépatocytes (Reinehr et al, 2005), les cellules endothéliales (Gorlach et al., 2000; Jones
et al., 1996; Li and Shah, 2002) et les cellules souches hématopoiétiques (Piccoli et al,
2005).

Nox2 est activée via une série d’interactions protéine/protéine. La
phosphorylation de p47rhox entraine un changement conformationnel permettant a
Nox2 d’interagir avec p22prhox (Groemping et al., 2003; Sumimoto et al.,, 1996). p47rhox
organise la translocation des autres facteurs cytosoliques, d’ou son appellation de sous-
unité organisatrice. La localisation membranaire de p47rhox entraine la sous-unité
activatrice p67prhox et la petite sous-unité p40prhox directement en contact avec Nox2 (Han

etal, 1998) (Figure 36).
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Figure 36 : Assemblage et activation de I'isoforme Nox2 ou gp91rhox de la NADPH oxydase.
Nox2 requiert p22phox, p47vhox, p67phox et Rac. La phosphorylation de p47rhox est requise pour
'activation de Nox2 (illustration extraite de http://www-timc.imag.fr).

Enfin, la GTPase Rac interagit directement avec Nox2 (Diebold and Bokoch, 2001)
puis avec p67rhox (Koga et al, 1999; Lapouge et al, 2000). Une fois assemblé, le
complexe est actif et génere de I'0z*- en transférant un électron du NADPH présent dans

le cytosol vers I'oxygene présent dans 'espace extracellulaire.

Nox2 est une chaine d’oxydo-réduction transmembranaire qui relie un donneur
d’électrons, le NADPH a un accepteur d’électrons, I'oxygene, présent du coté de la
membrane externe. Nox2 transfere les électrons via une série d’étapes impliquant le
FAD et se liant aux acides aminés 337HPFTLSA et 355IRIVGD (Vignais, 2002) et a deux
centres hémes asymétriques présents dans les domaines transmembranaires III et V
(Figure 35). Les histidines Hio1 et H209 se lient a I'heme interne et les histidines Hi1s et
H222 a ’'heme externe (Finegold et al., 1996). Dans une premiere étape, les électrons sont
transférés du NADPH au FAD, processus régulé par le domaine d’activation de p67prhox
(Nisimoto et al., 1999). Dans une seconde étape, un seul électron est transféré de la
flavine réduite FADH; vers le centre Fer de 'heme interne. Comme le centre Fer ne peut
accepter qu'un seul électron a la fois, 'heme interne doit donner son électron a I'’héme
externe avant d’accepter un nouvel électron de la part de la flavine FADH partiellement

réduite.
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Enfin, pour créer un état énergétiquement stable, I'oxygene doit se lier a I'héme
externe et accepter I'électron (Cross and Segal, 2004; Doussiere et al., 1996; Vignais,

2002).

[1.3.1.2. Nox1

Nox1 a été le premier homologue de Nox2 a avoir été décrit (Banfi et al., 2000;
Suh et al, 1999). Nox1 est fortement exprimé dans I'épithélium du colon (Banfi et al.,
2003; Suh et al, 1999; Szanto et al.,, 2005) et on le retrouve également dans certaines
lignées cancéreuses comme la lignée de tumeurs colorectales Caco-2 (Clark et al., 2004;

Perner et al., 2003).

La découverte dans le colon d’homologues des sous-unités cytosoliques de la
NADPH oxydase phagocytaire a permit de montrer que la génération d’O2* par Nox1
dépendait de sous-unités cytosoliques (Banfi et al, 2003; Cheng and Lambeth, 2004;
Geiszt et al., 2003; Takeya et al,, 2003). Ces nouvelles sous-unités cytosoliques ont été
appelées NoxO1 (pour Nox Organisatrice 1 ou homologue de p47rhox) et NoxAl (pour

Nox Activatrice 1 ou homologue de p67rhox) (Figure 37).

Figure 37 : Représentation structurale de I'isoforme Nox1 de la NADPH oxydase. NoxA1 :
Nox Activatrice 1 ; NoxO1 : Nox Organisatrice 1 ; PIP : phosphatidyl-inositol phosphate (Opitz et
al., 2007).

En plus de son activité constitutive dans une grande variété de tissus (Tableau

4), Nox1 est induit dans certaines conditions.
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Dans le muscle lisse vasculaire, le facteur de croissance dérivé des plaquettes
(PDGF), la prostaglandine F, et l'angiotensine II induisent l'expression de Nox1
(Katsuyama et al,, 2002; Lassegue et al, 2001; Suh et al.,, 1999; Wingler et al., 2001). Des
études sur I'expression inductible de Nox1 dans le systéme vasculaire ont montré le rdle
majeur de la transactivation du récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR),
de la PI3K et de la PKC-d (Fan et al, 2005). Dans les kératinocytes, les travaux de
Chamulitrat et al. ont montré que Nox1 était localisé au niveau nucléaire et faiblement

au niveau cytoplasmique (Chamulitrat et al.,, 2003).

[1.3.1.3. Nox3

Nox3 a été décrit pour la premiere fois en 2000 grace a sa similarité de séquence
avec les autres isoformes Nox (Kikuchi et al, 2000). D’apres certaines études
fonctionnelles, p22phox est requit pour I'activation de Nox3 (Kawahara et al., 2005; Ueno
et al, 2005) et la suppression de p22prhox inhibe la production d’ERO induite par Nox3
(Kawahara et al,, 2005). Les études actuelles semblent aller dans le sens d'une activation

constitutive de Nox3 ; NoxO1 étant la sous-unité clé pour son activation.

[1.3.1.4. Nox4

Nox4 est fortement exprimé dans le rein (Geiszt et al., 2000; Shiose et al., 2001)
mais également dans les kératinocytes (Chamulitrat et al., 2004) et les mélanomes (Brar
et al., 2002). Nox4 est une enzyme dépendante de p22rhox qu’elle stabilise (Ambasta et
al., 2004; Kawahara et al., 2005; Martyn et al., 2006). Néanmoins, 'activation de Nox4 ne
requiert pas la présence de sous-unités cytosoliques (Geiszt et al.,, 2000; Martyn et al.,

2006; Shiose et al., 2001)
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[1.3.1.5. Nox5

Nox5 a été découverte en 2001 par deux groupes (Banfi et al., 2001; Cheng et al,,
2001). Les isoformes décrits dans les travaux de Banfi et al. (Nox5-a, -f3, -y et -0) se
distinguent des autres isoformes Nox1, Nox2, Nox3 et Nox4 par la présence d'un long
domaine intracellulaire N-terminal contenant un domaine de liaison au calcium (Banfi et

al, 2001; Banfi et al,, 2004) (Figure 38).

Figure 38 : Représentation structurale de I'isoforme Nox5 de la NADPH oxydase. Nox5 est
activée par le calcium et ne semble pas nécessiter la présence d’autres sous-unités (Bedard and
Krause, 2007).

L’activation de Nox5 est uniquement médiée par une augmentation de la

concentration en calcium cytosolique (Banfi et al., 2004).

[1.3.1.6. Duox1/2

Les protéines Duox ou thyroides oxydases ont été mises en évidence pour la
premieére fois dans la thyroide (De Deken et al., 2000; Dupuy et al., 1999). En plus de leur
domaine de liaison au calcium, les Duox possedent un septieme domaine

transmembranaire en N-terminal contenant un domaine péroxydase (Figure 39).
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Figure 39 : Représentation structurale des isoformes Duox de la NADPH oxydase. Duox
contient un domaine de liaison au calcium ainsi qu'un domaine péroxydase en N-terminal
(Dworakowski et al., 2006).

Duox1 est induite en réponse a I'lL-4 et a I'IL-13 et Duox2 est induite en réponse
a I'[FN-y dans I'épithélium respiratoire (Harper et al, 2005). Ces enzymes ne requierent
pas la présence de sous-unités cytosoliques et peuvent directement étre activées par le

calcium (Ameziane-El-Hassani et al., 2005).

I1.3.2. Sous-unités Nox et protéines régulatrices

Nox2 requiert 'assemblage d’au moins cinq partenaires pour son activation:

I p22rhox membranaire qui stabilise Nox et ancre les facteurs cytosoliques ;
B Les protéines cytosoliques p47prhox et p67phox ;

B La petite GTPase Rac;

1t Le facteur modulateur p40rhex (Figure 36).

I1.3.2.1. p22phox

p22prhox est une protéine membranaire qui possede la fonction de se lier aux
protéines Nox, qu’elle stabilise, et aux sous-unités régulatrices. p22prhox interagit avec
Nox1 (Laude et al, 2005; Takeya et al., 2003), Nox2 (DeLeo et al, 2000; Parkos et al,
1988), Nox3 (Kawahara et al, 2005; Ueno et al, 2005) et Nox4 (Ambasta et al., 2004;
Martyn et al., 2006).
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La région responsable de cette interaction est une région riche en proline
localisée en C-terminal de p22phox (DeLeo et al., 1995; Leto et al., 1994) et qui est capable

d’interagir avec les domaines SH3 des sous-unités organisatrices p47rhox et NoxO1.

[1.3.2.2. Sous-unités organisatrices : Nox0O1 et p47phox

Deux sous-unités organisatrices sont connues : p47rhox ou NoxO2 (Nunoi et al,
1988; Volpp et al., 1988) et NoxO1. Les protéines NoxO1 et p47prhox possedent chacune
des domaines phox (PX) qui interagissent avec les lipides membranaires. De plus, elles
possédent des domaines SH3 qui interagissent avec les régions riches en proline de
p22rhox (Leto et al., 1994; Takeya et al., 2003). Enfin, le domaine riche en proline permet

également l'interaction avec les sous-unités activatrices p67rhox et NoxAl.

La différence majeure entre p47rhox et NoxO1 est la présence d'un domaine
d’auto-inhibition dans p47rhex, Ce domaine d’auto-inhibition se lie au domaine SH3
empéchant l'association avec p22rhox. Apres phosphorylation du domaine d’auto-
inhibition, le domaine SH3 est exposé et permet a p47rhox de se lier a p22prhox, [’absence
d’'un domaine d’auto-inhibition dans NoxO1 suggere que celle-ci est activée de maniere

constitutive.

[1.3.2.3. Sous-unités activatrices : NoxA1l et p67phox

Deux sous-unités activatrices sont connues: p67rhox (ou NoxA2) et NoxAl. Ce
sont des protéines cytoplasmiques non glycosylées qui contiennent une répétition
tétratricopeptide (TPR) en N-terminal, un domaine d’activation hautement conservé, un

domaine PB1 (pour Phox and Bem 1) et un domaine SH3 en C-terminal.

p67prhox et NoxA1 interagissent avec les domaines riches en proline de p47prhox et
NoxO1 via leur domaine SH3 (de Mendez et al, 1997; Groemping and Rittinger, 2005;
Takeya et al., 2003). p67rhox et NoxA1 peuvent également interagir directement avec les
protéines Nox (Nox1-3) via leur domaine d’activation (Banfi et al, 2003; Han et al,

1998; Nisimoto et al., 1999; Sumimoto et al, 2005; Takeya et al., 2003).
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Enfin, les répétitions TPR servent a I'interaction avec la petite GTPase Rac (Grizot
et al, 2001; Koga et al., 1999; Lapouge et al., 2000; Sumimoto et al, 2005; Takeya et al,
2003).

11.3.2.4. p4Qprhox

p40rhox est une protéine cytosolique non glycosylée de 40 kDa qui interagit avec
p47rhox et p67rhox (Lapouge et al, 2002). Elle est constituée d’'un domaine SH3, d’'un
domaine PX et d'un domaine PB1. La fonction principale de cette protéine est de réguler

Nox2.

[1.3.2.5. La petite GTPase Rac

Il existe trois sortes de protéines Rac chez les mammiféeres: Racl qui est
ubiquitaire, Rac2 qui est exprimée dans les cellules myéloides et Rac3 que I'on retrouve
dans le systéme nerveux central. Les protéines Rac sont impliquées dans la régulation de
Nox2 mais ces GTPases régulent également d’autres fonctions cellulaires comme la mise
en place du cytosquelette. De plus, les protéines Rac régulent également la production

d’ERO mitochondriale (Radisky et al., 2005; Werner and Werb, 2002).

II1. LES ROLES DES ERO DANS LA PEAU

La peau sert d’interface avec l'’environnement et constitue une enveloppe
protectrice contre les agressions physiques et chimiques telles que les UV et les
xénobiotiques. De nombreux agents chimiques peuvent étre soit des oxydants soit
catalyser la production d’ERO directement ou indirectement. Les ERO peuvent alors
activer de nombreuses voies de signalisation cellulaire dans lI'inflammation, I'immunité
ou I'apoptose et étre impliquées dans certaines pathologies cutanées comme les cancers

de la peau ou le vitiligo (Bickers and Athar, 2006).
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III.1. ERO et UV

Les UV peuvent causer des dommages biologiques directs et indirects via la
production d’ERO. Bien que les UVA et les UVB entrainent tous deux un stress oxydatif,
les UVA restent cependant la cause majoritaire du stress oxydatif dans les cellules (de
Gruijl, 2000). Les UVB stimulent majoritairement la production d’0z*- par la NADPH
oxydase et par la chalne respiratoire mitochondriale (Jurkiewicz and Buettner, 1996;
Masaki et al, 1995) alors que les UVA produisent de 1''Oz par des réactions de

photosensibilisation et de I'0O2*- par la NADPH oxydase (Valencia and Kochevar, 2008).

Les UV entrainent une inhibition des enzymes antioxydantes (catalase et GPx) et
des antioxydants non enzymatiques (vitamine E, ubiquinone et GSH) (Fuchs et al., 2000;
Fuchs et al, 1989). Des études ont démontré que la SOD protégeait les kératinocytes
humains contre les dommages induits par les UVB (Sasaki et al., 1997, 2000a) alors que
les fibroblastes développaient, quant a eux, une réponse adaptative des enzymes
antioxydantes apres exposition aux UVA (Meewes et al, 2001; Poswig et al, 1999;
Shindo and Hashimoto, 1997). Dans la peau humaine, des expositions uniques aux UV
entrainent une réduction transitoire de I'activit¢é SOD qui est suivie par une
augmentation de la péroxydation lipidique (Punnonen et al, 1991). Cependant, apres
exposition chronique aux UVB, une induction de I'activité SOD épidermique est observée
(Punnonen et al,, 1995). Ces études démontrent donc que les UVA et les UVB peuvent
altérer a la fois les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques et affectent, par

conséquent, les mécanismes de défense contre les ERO dans la peau.

II1.2. ERO et pigmentation

Les ERO ont une action paradoxale sur les mélanocytes car elles peuvent avoir un
effet dépigmentant mais peuvent également augmenter la pigmentation de la peau. Un
exemple de dégénérescence des mélanocytes par le stress oxydatif est représenté par le
vitiligo. La peau des patients atteints par un vitiligo montre de forts niveaux de SOD mais
de faibles taux de catalase (Sravani et al, 2009). Ce déséquilibre dans la balance

antioxydante entraine alors une accumulation d’H202 dans la peau.
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Des travaux récents ont montré que I’'H20> ciblait directement les mélanocortines

chez les patients atteints de vitiligo (Spencer et al., 2007).

Les ERO peuvent également accélérer la pigmentation cutanée en augmentant la
concentration des facteurs mélanogéniques comme la tyrosinase et la TRP-1 (Romero-
Graillet et al, 1997; Sasaki et al, 2000b). De plus, I'H20; active la phénylalanine
hydroxylase épidermique (PAH) qui est une enzyme produisant la -tyrosine a partir de
I'acide aminé essentiel, la r-phénylalanine. Cette enzyme contribue alors a la
mélanogénese en augmentant le taux de r-tyrosine, le substrat initial de la tyrosinase

(Schallreuter et al., 2004).

II1.3. ERO et photovieillissement cutané

Les ERO ont un role dans le photovieillissement cutané. L'102 généré par les UVA
stimule I'expression de la métalloprotéinase matricielle MMP-1 dans les fibroblastes
dermiques via la sécrétion d’IL-la et d’IL-6 (Scharffetter-Kochanek et al, 1993;
Wilaschek et al., 1994). Certains lipides oxydés, comme la forme hydropéroxyde de
'acide linoléique, augmentent également l'expression des MMP-1 et MMP-3 (Ohuchida
et al., 1991). L’expression de la MMP-1 est stimulée par 'activation de JNK déclenchée
par les ERO apres exposition aux UV. L’activation de JNK est due a la phosphorylation
continue du récepteur a I'EGF puisque les ERO inhibent les phosphatases (Denu and

Tanner, 1998).

I11.4. ERO et signalisation cellulaire

Les ERO jouent un réle physiologique dans certains aspects de la signalisation
cellulaire et de sa régulation (Palmer and Paulson, 1997) (Figure 40). En effet, les ERO
interferent avec I'expression de certains genes et de certaines voies de signalisation
(Thannickal and Fanburg, 2000). Elles peuvent, en fonction de leur concentration,
entrainer soit une réponse positive comme la prolifération cellulaire soit une réponse

négative comme I'arrét du cycle cellulaire ou la mort cellulaire.
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D’autres exemples de régulation par les ERO incluent la régulation de la
concentration en calcium cytosolique, de la phosphorylation des protéines et de

'activation de certains facteurs de transcription (Storz, 2005).
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Figure 40 : Régulations des voies de signalisation cellulaire par les ERO dans la peau
(Bickers and Athar, 2006).

I11.4.1. Phosphorylation et déphosphorylation

La phosphorylation des protéines joue un role critique dans la régulation d’'un
grand nombre de voies de signalisation cellulaire chez les eucaryotes. Il s’agit d’'un
processus dynamique et réversible qui requiert non seulement une protéine kinase mais
également une protéine phosphatase. Ces kinases et ces phosphatases interviennent
dans la mitogénese, dans I'adhésion cellulaire, dans la transformation oncogénique ou

encore dans l'apoptose (Cheng et al, 2006; Chiarugi and Fiaschi, 2007; Schmid et al.,
1998).
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De nombreuses études ont montré que le stress oxydatif pouvait moduler les
activités kinases et phosphatases dans les cellules (Charest et al., 2006; Chiarugi and

Fiaschi, 2007).

[11.4.1.1. Les sérine/thréonine kinases

Tous les récepteurs a sérine/thréonine kinases sont des membres de la
superfamille du TGF-B. Le TGF-f1 stimule la production d’ERO dans de nombreuses
cellules (Huang et al, 2001; Shaw et al, 1998) et supprime I'expression de certaines

enzymes antioxydantes comme la Mn-SOD, la Cu, Zn-SOD et la catalase.

Le calcium agit comme facteur de signalisation et régule de nombreux processus
cellulaires comme la prolifération, la différentiation et 'apoptose (Parekh and Penner,
1997). Les ERO induisent une libération de calcium intracellulaire activant certaines
kinases et en particulier la PKC. Celle-ci contient des régions riches en cystéine au
niveau de ses domaines régulateurs et de son site catalytique qui peuvent étre modifiées

par des oxydants (Gopalakrishna and Jaken, 2000).

Les MAPK relayent les signaux générés par des stimuli exogenes et endogenes a
I'espace intracellulaire via la phosphorylation de protéines. Durant ce processus, les
MAPK interagissent avec certains médiateurs comme les récepteurs aux facteurs de
croissance, les RCPG, les tyrosine kinases et les facteurs de transcription (Lopez-Ilasaca
et al, 1997). 1l existe quatre familles de MAPK: ERK (pour Extracellular-Regulated
Kinase), JNK, p38 et BMAPK-1 (pour Big MAPK-1). Ces MAPK jouent un réle dans la
prolifération cellulaire, dans la différentiation et dans I'apoptose (Kyriakis and Avruch,
2001). Les produits de 'activation de Nox1, I'0z*- et 'H202 peuvent activer la cascade des
MAPK au niveau de MEK et ERK1/2 et la production d'H202 endogene induit ERK et non
p38 (Illes and Forman, 2002). La balance entre I'activation d’ERK et de JNK est un facteur
clé pour la survie cellulaire et le déclenchement de I'apoptose (Baines and Molkentin,

2005; Cross et al,, 2000; Strniskova et al., 2002).
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[11.4.1.2. Les phosphatases

Les ERO inhibent les phosphatases probablement en interagissant avec leurs
groupements sulfydryls localisés au niveau des résidus cystéines qui forment les ponts
disulfures inter- et intra-moléculaires (Poli et al., 2004; Thannickal and Fanburg, 2000).
Ces changements structuraux altérent la conformation des protéines ce qui déclenchent
certaines voies de signalisation dépendantes des facteurs de croissance, des kinases
Src/Abl, des MAPK et des PI3K. Ces voies de signalisation entrainent alors I'activation de

certains facteurs de transcription comme AP-1, NF-kB et p53 (Groeger et al.,, 2009).

II1.4.2. Cvtokines et facteurs de croissance

Il existe cinq familles de récepteurs aux cytokines: les récepteurs de la
superfamille des immunoglobulines (IL-1), les récepteurs des cytokines de classe I ou
hématopoiétines, les récepteurs des cytokines de classe II ou IFN (IFN-y), les récepteurs
des TNF (TNF-a) et les récepteurs des chimiokines. Dans le cytosol, les sous-unités des
récepteurs sont associées a des protéines JAK (pour Janus Kinases) qui vont assurer la
transduction du signal. Les récepteurs aux facteurs de croissance transmettent, quant a
eux, l'information cellulaire via la voie des MAPK (Ballif and Blenis, 2001; Cano and
Mahadevan, 1995; Davis, 1994; English and Cobb, 2002; Hazzalin and Mahadevan, 2002;
Obata et al.,, 2000; Seger and Krebs, 1995). Les ERO sont produites par les récepteurs
aux facteurs de croissance comme le récepteur a I'EGF (Bae et al., 1997), les récepteurs
aux cytokines (TNF-a et [FN-y) et les récepteurs aux interleukines (IL-1) (Sundaresan
et al, 1996). Les ERO générées par ces voies de signalisation fonctionnent comme

seconds messagers et interviennent dans la prolifération cellulaire et 'apoptose.

I11.4.3. Les facteurs de transcription nucléaire

Les facteurs de transcription contrélent I'expression des génes impliqués dans la

réparation de I’ADN, I'immunité, la prolifération cellulaire et I'apoptose.
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Le NF-kB est impliqué dans l'inflammation et AP-1 est important pour la
croissance cellulaire et la différentiation. p53 est un géne qui est associé a plus de la
moitié des cancers chez 'Homme (Sun and Oberley, 1996). C’est également un gardien
de l'intégrité du génome et son inactivation entraine des dysfonctionnements dans le

controle du cycle cellulaire.

Le facteur de transcription AP-1 appartient aux sous-familles de Jun et de Fos. Ces
facteurs peuvent se lier aux agents promoteurs de tumeurs (TPA) ou aux éléments de
réponse a '’AMPc (CRE). L’activité d’AP-1 est induite par les métaux en présence d’'H20>,
par certaines cytokines et par des stress chimiques et physiques. Cette induction est
médiée majoritairement par JNK et p38 (Pinkus et al, 1996). L’activation d’AP-1
entraine une augmentation de la prolifération cellulaire et peut réguler positivement et
négativement l'apoptose. Enfin, AP-1 participe a la transformation oncogénique en

interagissant avec I'oncogéne Ha-Ras.

Le NF-xB est un facteur de transcription ubiquitaire et inductible des genes
impliqués dans la survie cellulaire, la différentiation et la croissance (Amiri and
Richmond, 2005; Pande and Ramos, 2005). Les ERO sont des seconds messagers
impliqués dans l'activation de NF-kB via le TNF-a et I'IL-1 (Baud and Karin, 2001;
Hughes et al, 2005). L'importance des ERO dans I'activation de NF-kB a été mise en
évidence dans plusieurs études qui montraient que I'activation de NF-kB était inhibée
par des antioxydants comme la N-acétyl cystéine (NAC), les polyphénols et la vitamine E

(Glauert, 2007; Lee et al., 2005; Rota et al., 2002; Schubert et al., 2002; Ying et al., 2010).

Le facteur de transcription p53 joue un réle clé dans la protection des cellules
contre 'oncogenese (Hofseth et al, 2004). De nombreuses études ont montré que le
stress oxydatif entralnait des mutations de p53 (Renzing et al, 1996) et était impliqué

dans I'apoptose médiée par p53 (Polyak et al., 1997).

II1.5. ERO et inflammation

Les UV stimulent l'infiltration des macrophages et des neutrophiles dans la peau

et par conséquent, active I'inflammation.
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Une augmentation de la production des ERO ainsi que des prostaglandines
comme la PGE; contribuent a ces événements (Warren et al, 1993; Weller, 1997). Les
ERO produites en réponse aux UV peuvent alors causer des mutations et donc jouer un
role majeur dans la photocarcinogenese. De plus, la péroxydation lipidique est causée,
soit par une tres forte exposition solaire qui se traduit par une augmentation des ERO
cutanées, soit par un défaut dans les mécanismes de défense antioxydants (Beani, 2001;

Didier et al.,, 2001a; Didier et al., 2001b; Mouret et al., 2005).
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Objectifs du travail

OBJECTIFS DU TRAVAIL

Le récepteur MC1R possede des roles primordiaux dans la pigmentation cutanée,
les cancers de la peau et I'inflammation. Cependant, le gene MCIR est tres polymorphe et
les individus porteurs de mutations non fonctionnelles sont plus sensibles au soleil et
ont un risque accru de développer un mélanome ou un carcinome. La compréhension
des mécanismes de régulation du récepteur MC1R apres exposition aux UV constitue
donc un enjeu majeur pour le développement de nouvelles stratégies de

photoprotection.

Durant ce projet de these, nous nous sommes intéressés aux roles du récepteur
MC1R dans les réponses oxydatives induites par les UVA dans des kératinocytes
humains HaCaT. Ce modele d’étude s’est révélé tres intéressant pour étudier les roles du
MC1R et de son variant non fonctionnel R151C dans un contexte de cellules exposées aux

UV. Pour répondre a cette problématique, nous avons étudié plusieurs points:

1. Quel estle role du récepteur MC1R dans le stress oxydatif induit par les UVA ?

2. Quelle est la source majeure de production des ERO intracellulaire dans notre
modeéle ?

3. Quels sont les mécanismes de régulation du stress oxydatif par le récepteur

MC1R?

Notre travail a débuté par la caractérisation fonctionnelle de nos différentes
lignées afin d’établir un modele d’étude précis. Puis, nous nous sommes focalisés sur les
effets antioxydants du récepteur MC1R sur le stress oxydatif induit par les UVA. Enfin,
nous avons abordé les mécanismes de régulation par I'étude de I'isoforme Nox1 de la

NADPH oxydase et de la transactivation entre le récepteur MC1R et 'EGFR.

Ces travaux de these ont fait 'objet d'un article soumis a publication dans

«Journal of Investigative Dermatology ».
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Résultats - Partie 1 : Modeéle cellulaire de sur-expression du MC1R

PARTIE 1 : ELABORATION D’UN MODELE CELLULAIRE
DE SUR-EXPRESSION DU MC1R

Le récepteur MC1R est fortement exprimé dans les mélanocytes (Roberts et al.,
2006) mais on le retrouve également dans d’autres types cellulaires comme les
monocytes (Bhardwaj et al, 1997; Rajora et al, 1996), les cellules endothéliales
(Hartmeyer et al., 1997) et les fibroblastes dermiques (Boston and Cone, 1996). 1l a été
mis en évidence que les UV augmentaient I'expression du récepteur MC1R dans les
meélanomes (Bolognia et al, 1989; Chakraborty et al, 1991; Eberle et al., 1993; Eller et
al, 1996; Siegrist et al, 1989; Siegrist et al, 1994) et dans les mélanocytes humains
normaux (De Luca et al, 1993; Donatien et al., 1992; Funasaka et al, 1998; Scott et al,
2002).

L’expression du MC1R peut étre induite par les UV (Scott et al, 2002), par les
mélanocortines (Garcia-Borron et al, 2005; Suzuki et al., 1996) ou apres différenciation
par du Ca?* (Chakraborty et al, 1999). Néanmoins, des travaux récents n’ont pas mis en
évidence une expression du MC1R dans les cellules HaCaT (Roberts et al, 2006). De plus,
la production d’AMPc intracellulaire n’est pas augmentée apres stimulation par la NDP-
MSH dans les kératinocytes et dans les fibroblastes alors qu’'une forte induction est
observée dans les lignées mélanocytaires (Roberts et al, 2006). Des résultats
contradictoires sur les kératinocytes et sur les fibroblastes ont été observés. Les travaux
de Donatien et al. et ceux de Suzuki et al. n'ont pas mis en évidence de liaison de
'agoniste dans ces types cellulaires (Donatien et al., 1992; Suzuki et al., 1996) alors que
d’autres études ont montré qu’une liaison spécifique pouvait étre établie dans ces
cellules (Bohm and Luger, 2004; Chakraborty et al, 1999; Funasaka et al, 2001).
Néanmoins, les UVB stimulent 'expression du MC1R dans les kératinocytes humains
normaux in vitro (Chakraborty et al, 1999; Garcin et al., 2009) et dans I'épiderme

humain in vivo (Schiller et al, 2004).
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I. CHOIX DU MODELE CELLULAIRE

Les kératinocytes représentent 90% des cellules de I'épiderme et sont fortement

soumis a 'exposition au rayonnement UV.

La lignée cellulaire HaCaT a été mise au point par I'équipe du Dr Fusenig en 1988
(Boukamp et al.,, 1988). Cette lignée cellulaire dérive de la culture primaire a long-terme
de kératinocytes cutanés humains. Ces cellules sont considérées immortelles, possédent
des marqueurs chromosomiques spécifiques stables mais ne sont pas tumorigenes.
Méme apres plusieurs passages, les cellules HaCaT conservent une remarquable capacité
a se différencier normalement. Ces cellules ont été obtenues apres excision chirurgicale
de peau humaine située a la périphérie d’'un mélanome localisé dans le dos. Cette lignée
cellulaire a été développée apres une culture prolongée a température élevée et en

présence de faibles concentrations de Ca2* (Boukamp et al.,, 1988).

Contrairement aux cellules humaines transformées a l'aide de virus, les cellules
HaCaT, bien qu'immortelles, conservent largement leur capacité a restituer un épiderme
structuré apres transplantation in vivo. L'immortalisation a été causée par l'inactivation
du géne p53 par mutations des deux alleles par les UV. Malgré cela, les cellules HaCaT
restent relativement proches de kératinocytes humains normaux et offrent ainsi un
modele d’étude in vitro intéressant dans les travaux portant sur la photobiologie cutanée

(Fusenig and Boukamp, 1998).

Nous avons donc mis au point un modele expérimental pour étudier in vitro le
réle du récepteur MC1R dans les mécanismes oxydatifs induits par les UV. Ce modele
repose sur la transfection stable de kératinocytes immortalisés humains HaCaT par le
gene codant pour la forme sauvage du MCIR et par un géne MCIR muté (Ri51C). Le
variant Ri51C se caractérise par une mutation au niveau d’un acide aminé. L’arginine 151
est remplacée par une cystéine au niveau de la boucle intracellulaire n°2 du récepteur ce
qui abolit son activité (Garcia-Borron et al, 2005). Les sujets porteurs de ces mutations
ont un phénotype cheveux roux/peaux claires appelé RHC (cf. partie 2 de la synthese
bibliographique). L'obtention de ces différentes lignées cellulaires a fait partie du travail
de thése de Genevieve Garcin (Garcin, 2007) et le protocole d’obtention des différents

clones est décrit dans la partie Matériels & Méthodes, paragraphe I de ce mémoire.
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Au cours de ce travail de these, nous avons utilisé les cellules HaCaT sauvages

(HaCaT wt), les cellules exprimant la forme sauvage du gene MCIR (HaCaT-MC1R) et

celles exprimant le gene MC1R muté (HaCaT-R1s51C).

II. ETUDE DE L’EXPRESSION DUMC1R

L’expression des récepteurs MC1R dans les cellules HaCaT transfectées a été

montrée par PCR quantitative en temps réel (QPCR). La méthodologie employée est

décrite dans la partie Matériels & Méthodes, paragraphe Il de ce mémoire. Le niveau

d’expression du MC1R a été mesuré dans les cellules HaCaT non transfectées (HaCaT

wt), dans deux clones différents de cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et dans deux

clones différents de cellules HaCaT-R151C (clones 15 et 30). Les résultats de la qPCR sont

présentés Figure 41.
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Figure 41 : Expression stable du récepteur MC1R et du variant non fonctionnel Ry5:C dans
les cellules HaCaT. L’expression du gene MCIR est déterminé par qPCR en utilisant des primers
spécifiques (sens: TGTCGTCTTCAGCACGCTCTT; anti-sens: CGTACAGCACGGCCATGA). Les

données sont normalisées par rapport a la 3-actine.
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Le niveau d’expression du MC1R, observé apres 40 cycles d’amplification, est
environ 40 et 80 fois plus élevé dans les clones 35 et 53 respectivement, par rapport aux
cellules HaCaT sauvages. De maniére similaire, le niveau d’expression du récepteur
MC1R est 25 et 85 fois plus élevé dans les clones 15 et 30 respectivement, par rapport

aux cellules HaCaT sauvages.

La quantification a été réalisée a 'aide d'un gene domestique exprimé de facon

ubiquitaire dans tous les types cellulaires, la 3-actine.

III. PROPRIETES DE LIAISON DE L'A-MSH POUR LE RECEPTEUR

MC1R

Les propriétés fonctionnelles des cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et des
cellules HaCaT-R151C (clone 30) ont été étudiées par un test de liaison par compétition
en présence d'un ligand radiomarqué, la [125]]-NDP-MSH. Ce radioligand est un analogue
de 'a-MSH couramment utilisé dans ce type de technique. Les cellules HaCaT sauvages

sont utilisées comme contréle négatif (Figure 42).
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Figure 42: Déplacement de la [125]]-NDP-MSH par I'a-MSH sur cellules entiéres de la
lignée HaCaT. Les cellules HaCaT wt, HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et HaCaT-R1s:C (clone 30)
sont incubées deux heures a 37°C en présence de 100.000 cpm de [!25]]-NDP-MSH et de
concentrations croissantes d’a-MSH comprises entre 10-11 et 10¢ M. Le pourcentage de
radioligand lié spécifiquement a été calculé de la facon suivante : % radioligand lié de maniere
spécifique = [100 x (échantillon-liaison non spécifique)]/(liaison totale-liaison non spécifique).
ICso (clone 30) = 1,89 nM ; ICs (clone 35) = 1,26 nM et ICso (clone 53) = 1,43 nM.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de Roberts et al. (Roberts et al,
2006). Nous n’observons pas de liaison spécifique de la [125]]-NDP-MSH dans les cellules
HaCaT sauvages. Les cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et les cellules HaCaT-R151C
(clone 30) montrent une cinétique de liaison spécifique et saturable en présence de
[125]]-NDP-MSH. De plus, I'affinité du radioligand pour le récepteur MC1R est similaire
dans toutes les cellules transfectées avec des ICso de 1,26 nM et de 1,43 nM dans les
cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53 respectivement) et de 1,89 nM dans les cellules
HaCaT-R151C (clone 30).

Par conséquent, la mutation non fonctionnelle Ri51C du récepteur MC1R n’affecte
pas la liaison de I'a-MSH pour le récepteur. Ces résultats sont concordants puisque la
mutation Ris51C affecte la boucle intracellulaire n°2 du récepteur (Garcia-Borron et al,

2005) et n’a donc pas d’effet sur la liaison de 'a-MSH au MC1R.
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IV. PRODUCTION D’AMPC INTRACELLULAIRE DANS LES CELLULES
HaCaT

IV.1. Couplage fonctionnel

La production d’AMPc constitue I'un des premiers événements consécutifs a la
liaison de 'a-MSH au récepteur MC1R. Elle résulte du couplage fonctionnel entre les
protéines G hétérotrimériques et le MC1R, suivi de I'activation de I'adénylate cyclase. La
mesure de la production d’AMPc permet de vérifier I'activation du récepteur mais pas
les fonctions biologiques qui lui sont associées. A ces fins, nous avons mesuré la
production d’AMPc intracellulaire dans les cellules HaCaT sauvages, HaCaT-MC1R
(clones 35 et 53) et HaCaT-Ris1C (clones 15 et 30) apres stimulation par des
concentrations croissantes d’a-MSH comprises entre 10-¢ et 10-11 M. En parallele, nous
avons incubé les cellules HaCaT en présence de forskoline, un activateur de 'adénylate

cyclase, qui nous a servi de controle positif. Les résultats sont présentés Figure 43.
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Figure 43 : Couplage fonctionnel des récepteurs MC1R et Ri5:C dans les cellules HaCaT. Les
cellules HaCaT wt, HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et HaCaT-Ri51C (clones 15 et 30) sont
incubées 1 heure a 37°C avec des concentrations croissantes d’a-MSH comprises entre 10-6 et 10-
11 M. En paralléle, les cellules HaCaT sont incubées avec de la forskoline, un activateur de
I'adénylate cyclase (controle positif). La quantité d’AMPc accumulée dans les cellules est
mesurée par un kit de quantification RIA (PerkinElmer Life Science Inc.).
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L’augmentation de la concentration intracellulaire d’AMPc dans les cellules
HaCaT-MC1R, incubées en présence d’a-MSH, indique que ces cellules expriment les
protéines Gas nécessaires au couplage avec le MC1R et que ce couplage est fonctionnel.
La production maximale d’AMPc est obtenue pour des concentrations en a-MSH

supérieures ou égales a 102 M.

Les résultats montrent également que la stimulation des cellules HaCaT sauvages
avec I'a-MSH n’entraine pas de production d’AMPc intracellulaire, quelle que soit la
concentration en agoniste utilisée. Concernant les cellules HaCaT-R151C, nous avons vu
précédemment (Figure 42) que la liaison de I'a-MSH sur le récepteur MC1R n’était pas
affectée. Par contre, nous n’observons pas de production d’AMPc intracellulaire apres
stimulation par des concentrations d’a-MSH de 10-11 et 10-° M. Pour des concentrations
d’a-MSH plus élevées (10-¢ M), on observe une production d’AMPc intracellulaire plus
importante comparé aux cellules HaCaT sauvages mais cette production reste bien

inférieure a celle obtenue dans les cellules HaCaT-MC1R.

Par conséquent, la mutation non fonctionnelle Ri5:C affecte le couplage

fonctionnel du récepteur MC1R.

IV.2. Activité constitutive du MC1R

Les mélanocytes et les mélanomes en culture expriment un nombre faible de
molécules de MC1R avec environ 1.000 sites de liaison a 'a-MSH par cellule (Ghanem et
al., 1988; Siegrist et al., 1989). A I'inverse, les cultures primaires de mélanocytes murins
expriment plus de 100.000 sites par cellule. Il est généralement admis que cette
différence est compensée par une forte affinité du récepteur MC1R pour 'ACTH et I'a-
MSH et par une absence de désensibilisation du récepteur apres liaison de ces ligands
(Mountjoy et al., 1992). Une autre hypothése consiste en une hyperactivité ou une forte
activité constitutive basale du récepteur MC1R. En effet, I'activité constitutive basale est
relativement fréquente dans les RCPG (Bond and Ijzerman, 2006; Costa and Cotecchia,

2005; Costa and Herz, 1989; Cotecchia, 2007; Milligan, 2003; Sanchez-Mas et al., 2004).
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De plus, certaines données suggerent que le degré d’activation constitutive du
MC1R pourrait jouer un réle important sur le plan physiologique (Adan, 2006; Garcin,

2007; Garcin et al., 2009; Sanchez-Mas et al., 2004).

Les travaux de these de Genevieve Garcin ont mis en évidence une accumulation
d’AMPc dans les cellules HaCaT-MC1R, indépendamment de toute stimulation par I'a-
MSH. En revanche, les cellules HaCaT-Ri51C ne présentent pas de production d’AMPc
basale (Garcin, 2007; Garcin et al., 2009). Ces résultats sont en accord avec ceux publiés
par Sanchez-Mas et al. et indiquent une activité constitutive du MC1R dans les cellules

HaCaT-MC1R (Sanchez-Mas et al., 2004).
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PARTIE 2: LE RECEPTEUR MC1R: UNE ACTION
ANTIOXYDANTE CONTRE LES UV ?

Les radicaux libres sont générés en partie par le métabolisme aérobie et
I'inflammation. Ils peuvent également entralner des dommages cellulaires si les
mécanismes antioxydants de défense sont submergés (Escobedo et al, 2004; Sander et

al,, 2004).

Les ERO sont générées dans la peau irradiée et sont impliquées dans toutes les
étapes de la carcinogenese (Chang et al, 2003; F'Guyer et al, 2003; Ichihashi et al,
2003). Parallelement, la défense antioxydante naturelle est contrée apres exposition aux
UV. En effet, les UV diminuent le contenu cellulaire en GSH et suppriment I'activité de la
SOD et de la catalase dans les cellules normales (Heck et al, 2003; Polte and Tyrrell,
2004). L’irradiation des kératinocytes par les UVB in vitro stimule de fagon dose-
dépendante la production intracellulaire d’'H20; (Peus et al., 1998). De plus, les UVA et
les UVB induisent une augmentation des ERO intracellulaire via I'activation du récepteur
membranaire a I'EGF (EGFR) et de l'activité NADPH oxydase kératinocytaire (Nox1)
(Bae et al., 1997; Park et al., 2004; Peus et al.,, 1999; von Montfort et al., 2006).

Le but de cette étude a été d’étudier le role du récepteur MC1R sur le stress
oxydatif induit par des doses croissantes d’'UVB ou d’'UVA. Les cellules HaCaT sauvages
ont été utilisées comme contrdles négatifs. Nous avons également utilisé deux clones
fonctionnels MC1R, le clone 35 et le clone 53, qui ont été caractérisés précédemment sur
le plan fonctionnel (cf. partie I des résultats). En parallele, nous avons comparé ces
résultats avec le mutant non fonctionnel Ri51C (clone 30). Dans un premier temps, nous
avons étudié le role du récepteur MC1R sur le stress oxydatif induit par les UVA et les
UVB. Dans un second temps, nous avons testé plusieurs molécules antioxydantes
connues pour potentialiser I'action du récepteur MC1R et de son agoniste, I'a-MSH sur le

stress oxydatif photoinduit.
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I. ROLE DU RECEPTEUR MC1R SUR LE STRESS OXYDATIF INDUIT

PAR LES UV

I.1. Les UVB induisent un stress oxvdatif qui est partiellement

inhibé par le récepteur MC1R

Les UVB induisent la production d’H202 dans les kératinocytes (Katiyar et al,
2001; Peus et al, 1999; Peus et al, 1998). Cette production initie alors la
phosphorylation des MAP kinases et l'expression de genes impliqués dans la
carcinogenese (Katiyar et al, 2001; Peus et al, 1999). L'H202, générée dans les
kératinocytes apres exposition aux UVB, stimule la phosphorylation de I'EGFR (Peus et

al,, 1999).

Dans un premier temps, nous avons vérifié si la production d’ERO intracellulaire
était un événement précoce de I'exposition des cellules HaCaT aux UV. Immédiatement
apres exposition aux UV, une quantité significative d’ERO peut étre détectée dans les
cellules HaCaT. Nous avons mesuré le stress oxydatif induit par les UVB en utilisant le
carboxy-H;DCF-DA, une sonde connue pour détecter la production d’H20; intracellulaire
(Rezvani et al, 2006). Les cellules ont été exposées a des doses croissantes d’'UVB
comprises entre 30 et 300 m]/cm2. Pour information, une dose de 30 mJ/cm? d’'UVB
correspond a la dose recue durant 30 secondes d’exposition solaire au mois d’aofit en
Europe (Lebert et al, 2002). Le protocole de marquage des cellules ainsi que leur
irradiation est décrit dans la partie Matériels & Méthodes, paragraphes IV et VI. Nous
avons réalisé cette étude sur les cellules HaCaT sauvages et sur les cellules HaCaT-MC1R

(clones 35 et 53).
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Figure 44 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVB dans les cellules HaCaT.
Les cellules HaCaT wt (en noir) et les cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53, en vert et rouge
respectivement) sont exposées a des doses UVB de 30, 60, 90, 150 et 300 mJ/cm2. En paralléle,
un contrdle non irradié est réalisé (contréle négatif). La production d’ERO intracellulaire est
déterminée immédiatement apreés irradiation en mesurant la fluorescence du produit
d’oxydation du carboxy-H;DCF-DA (10 uM, 1 heure) par cytométrie en flux. Grace au marquage
I[P (5 pg/ml), nous avons discriminé la population morte de la population vivante. A partir des
différentes moyennes de fluorescence obtenues, la production d’ERO a été calculée par rapport
aux cellules HaCaT non irradiées et normalisées a 1. Les données indiquées correspondent a la
moyenne * écart-type de trois expériences indépendantes (test t de Student par rapport aux
cellules HaCaT wt a la méme irradiation - comparaison des moyennes - différence significative a
95% si p<0,05* et a 99% si p<0,01**).

D’apres les résultats obtenus (Figure 44), nous pouvons observer que les UVB
induisent une production d’ERO dose-dépendante. En effet, ils augmentent la production
d’ERO basale d’un facteur de 1,2 a 2,2 dans les cellules HaCaT sauvages, le stress
oxydatif maximal étant observé pour 300 m]/cm? d’'UVB. La transfection du récepteur
MC1R dans les cellules HaCaT atténue la formation des ERO de 13% et 18% a 30
m]J/cm?, de 18% et 24% a 90 mJ/cm?2 et de 31% et 26% a 150 m]/cm? dans les clones 35
et 53 respectivement (Tableau 5). Ces résultats semblent montrer que 'expression d'un
récepteur MC1R fonctionnel dans les cellules HaCaT atténue le stress oxydatif induit par

les UVB (Figure 44).
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Dose UVB (m]/cm?2)
% inhibition (/HaCaT wt)

30 60 90 150 300
HaCaT-MC1R 35 13+£5% 27 £+ 8%* 18+ 9% 31+8%** 32+11%*
HaCaT-MC1R 53 18+3% 292%* 24 +4%** 265%™ 20 9%

Tableau 5 : Inhibition de la production d’ERO intracellulaire induite par les UVB dans les
cellules HaCaT transfectées par le récepteur MC1R. Les % d’inhibition sont calculés par
rapport aux cellules HaCaT wt a la méme dose d’'UVB.

I.2. Les UVA induisent un stress oxyvdatif qui est partiellement

inhibé par le récepteur MC1R

Les UVA produisent des effets biologiques déléteres dans lesquels 1''02 semble
jouer un role majeur (Baier et al., 2007; Miyamoto et al.,, 2003). Ils sont impliqués dans le
développement des cancers cutanés photoinduits (Afaq et al, 2005; Baliga and Katiyar,
2006; Svobodova et al., 2003) et dans le vieillissement prématuré de la peau (Burke,
2010; Krutmann, 2000; Sjerobabski Masnec and Poduje, 2008). Les UVA sont également

responsables de photodermatoses cutanées (Hasan et al., 1997).

De nombreuses études ont mis en évidence la génération rapide et transitoire
d’ERO en réponse aux UVA dans des kératinocytes humains normaux (Beauchamp and
Fridovich, 1970; He et al.,, 2005; Lawley et al, 2000; Pourzand and Tyrrell, 1999; Tyrrell,
1991; Valencia and Kochevar, 2008).

Nous avons par la suite focalisé ce travail de theése sur les UVA car la majorité de
leurs actions mutagénes et carcinogenes semble étre médiée par les ERO (de Gruijl,
2000; Krutmann, 2000; Tobi et al, 2002). Nous avons évalué le stress oxydatif en
utilisant des doses croissantes d'UVA comprises entre 0,6 et 9 ] /cm?2 qui correspondent a
des doses physiologiques. Cette étude a été menée sur les cellules HaCaT sauvages, sur

les cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et sur les cellules HaCaT-R151C (clone 30).
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Figure 45 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les cellules HaCaT.
Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53, en vert et rouge
respectivement) et les cellules HaCaT-R151C (clone 30, en bleu) sont exposées a des doses UVA
de 0.6, 1.5, 3, 6 et 9 ]/cm?2. En parallele, un contréle non irradié est réalisé (controle négatif). La
production d’ERO intracellulaire est déterminée immédiatement apres irradiation en mesurant
la fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H,DCF-DA (10 uM, 1 heure) par cytométrie
en flux. Grace au marquage IP (5 pg/ml), nous avons discriminé la population morte de la
population vivante. A partir des différentes moyennes de fluorescence obtenues, la production
d’ERO a été calculée par rapport aux cellules HaCaT non irradiées et normalisées a 1 (données
non montrées). Les données indiquées correspondent a la moyenne #* écart-type de trois
expériences indépendantes (test t de Student par rapport aux cellules HaCaT wt a la méme
irradiation - comparaison des moyennes - différence significative a 95% si p<0,05* a 99% si
p<0,01** et 2 99,9% si p<0,001***),

Les UVA induisent une production d’ERO dose-dépendante (Figure 45). En effet,
ils augmentent la production d’ERO basale d’un facteur de 1,5 a 7,5 dans les cellules
HaCaT sauvages, le stress oxydatif maximal étant observé pour 9 ]J/cm? d’'UVA. La
transfection du récepteur MC1R dans les cellules HaCaT atténue la formation des ERO de
36% a 3]J/cm? de 40% et 42% a 6 J/cm? et de 58% et 50% a 9 J/cm? dans les clones 35
et 53 respectivement (Tableau 6). A toutes doses testées, la production d’ERO par les

cellules HaCaT-R151C est similaire a celle produite par les cellules HaCaT sauvages.
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Dose UVA (J/cm?)
% inhibition (/HaCaT wt)

0,6 1,5 3 6 9
HaCaT-MC1R 35 15x6% 22+x4%**  36+5%* 40x6%* 58+ 1%***
HaCaT-MC1R 53 22 * 4%* 15+9% 36 £10%* 42 +6%* 50+ 3%***
HaCaT-R151C 30 - - - - 13+ 4%

Tableau 6 : Inhibition de la production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les
cellules HaCaT transfectées par le récepteur MC1R et le variant non fonctionnel Rys1C. Les
% d’inhibition sont calculés par rapport aux cellules HaCaT wt a la méme dose d’'UVA.

Ces résultats montrent que l'expression d’un récepteur MC1R fonctionnel dans
les cellules HaCaT atténue de facon significative le stress oxydatif induit par les UVA. Ces
données montrent que le MC1R a une activité constitutive et sont ainsi en accord avec
les études précédentes (Garcin, 2007; Garcin et al, 2007; Garcin et al., 2009; Sanchez-
Mas et al, 2004).

II. ROLES DE QUELQUES ANTIOXYDANTS POTENTIELS SUR LE
STRESS OXYDATIF INDUIT PAR LES UVA

IL.1. L'a-MSH

Des travaux récents ont mis en évidence le role de 'a-MSH, un agoniste du
récepteur MC1R, comme antioxydant (Haycock et al., 2000; Moustafa et al, 2002; Song
et al, 2009; Valverde et al, 1996). L'a-MSH réagit avec le cofacteur 6BH4 en formant un
complexe qui protege le 6BH4 contre I'oxydation induite par 'H202 (Moore et al., 1999;
Schallreuter et al, 1999). De plus, les travaux d’'Haycock et al. ont montré que 'a-MSH
agissait rapidement via un mécanisme dépendant de 'AMPc afin d’éliminer les ERO

générées dans la cellule (Haycock et al,, 2000).
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I1.1.1. L’a-MSH inhibe le stress oxyvdatif induit par les UVA dans les
cellules HaCaT-MC1R

Nous avons donc évalué les effets de I'a-MSH sur le stress oxydatif induit par les
UVA dans les cellules HaCaT sauvages, HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et HaCaT-R151C
(clone 30). Les cellules ont été préincubées 1 heure avec 1 pM d’a-MSH et ont été
exposées a des irradiations UVA comprises entre 0,6 et 9 J/cm2. Immédiatement apres
I'irradiation, la production d’ERO intracellulaire a été quantifiée en mesurant la
fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H2DCF-DA par cytométrie en flux. Les

résultats sont présentés Figure 46.
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Figure 46 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les cellules HaCaT
traitées par I'a-MSH. Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53,
en vert et rouge respectivement) et les cellules HaCaT-Ri51C (clone 30, en bleu) sont traitées
pendant 1 heure avec 1 uM d’a-MSH puis sont exposées a des doses UVA de 0.6, 1.5, 3, 6 et 9
J/cm2. En paralléle, un contréle non irradié ainsi qu'un contréle non traité par 'a-MSH sont
réalisés (controles négatifs). La production d’ERO intracellulaire est déterminée immédiatement
apres irradiation en mesurant la fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H,DCF-DA (10
uM, 1 heure) par cytométrie en flux. Grace au marquage IP (5 pg/ml), nous avons discriminé la
population morte de la population vivante. A partir des différentes moyennes de fluorescence
obtenues, la production d’ERO a été calculée par rapport aux cellules HaCaT non irradiées et non
traitées par 'a-MSH qui sont normalisées a 1. Les données indiquées correspondent a la
moyenne * écart-type de trois expériences indépendantes (test t de Student par rapport aux
cellules HaCaT non traitées par 'a-MSH - comparaison des moyennes - différence significative a
95% si p<0,05* et a 99% si p<0,01**).
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Lorsque les cellules HaCaT sauvages et HaCaT-R151C clone 30 sont stimulées par
I'a-MSH, nous n’observons pas d’effet sur la production d’ERO intracellulaire induite par
les UVA. Ces résultats sont concordants puisque les cellules HaCaT sauvages n’expriment
pas le récepteur MC1R et que la mutation Ris51C est localisée au niveau de la boucle
intracellulaire n°2 rendant ce mutant incapable de stimuler la production d’AMPc
(Frandberg et al, 1998; Garcia-Borron et al, 2005). En revanche, I'a-MSH bloque le
stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53). Apres
stimulation par I'a-MSH, la production d’ERO intracellulaire diminue de 55% et 66% a 3
J/cm?, de 59% et 75% a 6 ]J/cm? et de 77% et 82% a 9 J/cm? dans les cellules HaCaT-
MCI1R clones 35 et 53 respectivement (Tableau 7).

Dose UVA (J/cm?2)

% inhibition
0,6 1,5

HaCaT-MC1R35 26+2% 27+13% 31+15% 55x8%* 59x4%* 77 +3%*

HaCaT-MC1R53 54+1% 57+x11%* 61+x12%* 66x9%* 75x7%** 82+5%**

HaCaT-R15:C 30 - 24 = 1%** - 24 + 6%* 20+ 2% -

Tableau 7: Inhibition de la production d’ERO intracellulaire induite par les UVA apres
stimulation par I'a-MSH dans les cellules HaCaT transfectées par le récepteur MC1R et le
variant non fonctionnel R5:C. Les % d’inhibition sont calculés par rapport aux cellules HaCaT
wt ala méme dose d’'UVA.

Ces résultats ainsi que ceux d’'Haycock et al. (Haycock et al., 2000) semblent donc
montrer que 'a-MSH inhibe le stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules HaCaT

qui surexpriment un récepteur MC1R fonctionnel.
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I1.1.2. L’'a-MSH inhibe le stress nitrique induit par les UVA dans les
cellules HaCaT-MC1R

Nous venons de montrer que 'a-MSH semblait inhiber le stress oxydatif induit
par les UVA dans les cellules HaCaT qui surexpriment un récepteur MC1R fonctionnel.
De maniere similaire, nous avons étudié I'impact de 'a-MSH sur la production de *NO

induite par les UVA dans les cellules HaCaT.

A ces fins, les cellules HaCaT-MC1R clone 53 ont été prétraitées 1 heure par 1 uM
d’a-MSH puis ont été exposées a des irradiations UVA comprises entre 0,6 et 9 J/cm2. La
production de °*NO a été quantifiée 1 heure apres lirradiation grace a une sonde
fluorescente spécifique, le DAF-FM diacétate, par cytométrie en flux. Les résultats sont

présentés Figure 47.
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B HaCaT-MC1R 53
O HaCaT-MC1R 53 + alpha-MSH
3.5
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Figure 47 : Production d’oxyde nitrique induite par les UVA dans les cellules HaCaT-MC1R
traitées par I'a-MSH. Les cellules HaCaT-MC1R (clone 53, en rouge) sont prétraitées par l'a-
MSH (1 uM, 1 heure) puis sont exposées a des doses UVA de 0.6, 1.5, 3, 6 et 9 J/cm?2. En paralléle,
un contrdle non irradié ainsi qu'un contrdle non traité par I'a-MSH est réalisé (controles
négatifs). La production de *NO est déterminée 1 heure apres irradiation en mesurant la
fluorescence du DAF-FM diacétate (1 uM, 1 heure) par cytométrie en flux. Grace au marquage IP
(5 pg/ml), nous avons discriminé la population morte de la population vivante. A partir des
différentes moyennes de fluorescence obtenues, la production d’oxyde nitrique a été calculée
par rapport aux cellules HaCaT non irradiées et non traitées par 'a-MSH qui sont normalisées a
1. Les données indiquées correspondent a la moyenne #* écart-type de trois expériences
indépendantes (test t de Student par rapport aux cellules HaCaT non traitées par 'a-MSH -
comparaison des moyennes - différence significative a 95% si p<0,05*).
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Nos résultats semblent montrer que pour toutes les doses d’'UVA testées, I'a-MSH
inhibe de fagon significative la production de *NO dans les cellules HaCaT transfectées

par un récepteur MC1R fonctionnel.

I1.2. Le KPV

La majorité des actions anti-inflammatoires de I'a-MSH semble étre due au
tripeptide Lys-Pro-Val (KPV) ou peptide de Lipton (Lipton and Catania, 1997) qui

correspond aux acides aminés 11 a 13 sur la séquence de I'a-MSH.

Le KPV fait l'objet du paragraphe 1V.2.2. de la partie 2 de la synthese

bibliographique de ce mémoire.

I1.2.1. Mesure de la cytotoxicité du KPV dans les cellules HaCaT

Nous avons tout d’abord évalué la cytotoxicité du KPV dans les cellules HaCaT
sauvages a l'aide d’'un test MTT qui est une méthode de numérisation des cellules
vivantes (Mosmann, 1983). Le KPV est testé a différentes concentrations dans le milieu
de culture des cellules HaCaT sauvages pendant 24 heures. Le protocole de ce test est

décrit dans la partie Matériels & Méthodes, paragraphe VIII de ce mémoire.

Le KPV (Lys-Pro-Val-NHz) que nous avons utilisé au cours de ce projet a été
synthétisé au sein de l'Institut des Biomolécules Max Mousseron (IBMM, UMR CNRS

5247) de Montpellier. Les résultats sont présentés Tableau 8.

Les mesures de densité optique (absorbance) des 6 puits traités avec la méme
concentration de KPV sont moyennées. Cette moyenne est comparée a la moyenne des
mesures obtenues pour les 6 puits témoin (test t de Student - comparaison des

moyennes - différence significative a 95% si p<0,05*).

Les viabilités des cellules traitées sont exprimées en pourcentage par rapport au

témoin (cellules non traitées) de 100% (DO traité /DO témoin x 100).
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[KPV] (M)

0 1012 1011 1010 10° 108 107 106
Absorbance
0,106 + 0,084+ 0,087+ 0,095+ 0,102+ 0,096+ 0,096+ 0,099+
moyenne (570
0,006 0,007 0,010 0,007 0,006 0,007 0,003 0,002
nm)
% viabilité 100 79* 82 89 96 90 91 93
p (Student) 0,019 0,073 0,124 0,326 0,136 0,084 0,140

Tableau 8: Cytotoxicité du KPV dans les cellules HaCaT sauvages. La cytotoxicité est
mesurée apres une incubation de 24 heures avec le KPV.

Ce produit ne présente pas de cytotoxicité cellulaire aux concentrations évaluées.

I1.2.2. Etude des propriétés de liaison du KPV pour le récepteur MC1R

Les propriétés fonctionnelles des cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et des
cellules HaCaT-Ri51C (clone 30) ont été étudiées par un test de liaison par compétition
en présence d'un ligand radiomarqué, la [!25]]-NDP-MSH et de concentrations
croissantes de KPV. Les cellules HaCaT sauvages sont utilisées comme contrdle négatif
(Figure 48). Le protocole de cette technique est décrit dans la partie Matériels &

Méthodes, paragraphe Il de ce mémoire.

Page 131



Résultats - Partie 2 : Le MC1R : une action antioxydante contre les UV ?

500 T e HaCaT-R151C 30

—— HaCaT-MC1ER 35
00 T g HacaT-MCIR 53
—»— HaCaT wt

300 +

% 125INDP-MSHliée
(]
[
=1

i . E B i
—y———&
0
-100 T T T T )
-11 -10 -9 -8 -7 6
Log [KFV] (M)

Figure 48 : Déplacement de la [125]]-NDP-MSH par le KPV sur cellules entiéres de la lignée
HaCaT. Les cellules HaCaT wt (en noir), HaCaT-MC1R (clones 35 et 53, en vert et rouge
respectivement) et HaCaT-Ri51C (clone 30, en bleu) sont incubées deux heures a 37°C en
présence de 100.000 cpm de [125]]-NDP-MSH et de concentrations croissantes de KPV comprises
entre 10-11 et 10-6 M. Le pourcentage de radioligand lié spécifiquement a été calculé de la fagcon
suivante: % radioligand lié de maniere spécifique = [100 x (échantillon-liaison non
spécifique)]/(liaison totale-liaison non spécifique).

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons observer que le KPV ne se lie pas au
récepteur MC1R surexprimé dans les cellules HaCaT, que ce soit dans les mutants
fonctionnels que dans le variant Ri51C. Ces résultats sont cohérents puisqu’ils vont dans

le sens de ceux publiés par Mandrika et al. (Mandrika et al., 2001).

I1.2.3. Le KPV inhibe le stress oxvdatif induit par les UVA

1l s’agit maintenant d’évaluer le stress oxydatif induit par 9 J/cm? d’'UVA dans les
cellules HaCaT sauvages, HaCaT-MC1R (clone 53) et HaCaT-R151C (clone 30) traitées par

1 uM de KPV pendant 1 heure. Les résultats sont présentés Figure 49.
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Figure 49 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les cellules HaCaT
traitées par le KPV. Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clone 53, en
rouge) et les cellules HaCaT-R1s5:C (clone 30, en bleu) sont préincubées pendant 1 heure avec 1
uM de KPV puis sont exposées a 9 J/cm? d’'UVA. En paralléle, un contréle non irradié ainsi qu'un
controle non traité par le KPV sont réalisés (contrdles négatifs). La production d’ERO
intracellulaire est déterminée immédiatement apreés irradiation en mesurant la fluorescence du
produit d’oxydation du carboxy-H;DCF-DA (10 puM, 1 heure) par cytométrie en flux. Grace au
marquage IP (5 pg/ml), nous avons discriminé la population morte de la population vivante. A
partir des différentes moyennes de fluorescence obtenues, la production d’ERO a été calculée
par rapport aux cellules HaCaT sauvages non traitées par le KPV qui sont normalisées a 100%.
Les données indiquées correspondent a la moyenne * écart-type de trois expériences
indépendantes (test t de Student par rapport aux cellules HaCaT non traitées par le KPV -
comparaison des moyennes - différence significative a 99% si p<0,01**).

Le KPV inhibe le stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules HaCaT-MC1R
clone 53 ainsi que dans les cellules HaCaT surexprimant le variant non fonctionnel R151C.
En effet, le KPV atténue la production d’ERO de 66% dans les cellules HaCaT-MC1R clone
53 et de 56% dans les cellules HaCaT-R151C clone 30. Par contre, le stress oxydatif induit

par les UVA n’est pas modulé quand les cellules HaCaT sauvages sont traitées par le KPV.

Ces résultats suggerent donc que le KPV aurait une action antioxydante contre le
stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules qui surexpriment le récepteur MC1R
qu'’il soit fonctionnel ou non. Ces résultats sont cohérents avec ceux publiés par Getting
et al. qui montraient que le KPV n’induisait pas d’augmentation de I'’AMPc intracellulaire

et agissait également dans les mutants MC1R non fonctionnels (Getting et al.,, 2003b).
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A I'heure actuelle, les mécanismes d’action du KPV in vitro et in vivo sont encore
peu connus. Les effets anti-inflammatoires du KPV peuvent étre partiellement
indépendants du récepteur MC1R (Brzoska et al, 2008; Getting et al, 2003b;
Kannengiesser et al., 2008). En effet, certains travaux ont montré qu’il n’y avait pas de
liaison du KPV sur le récepteur MC1R dans des mélanomes murins B16 (Lyson et al,
1994) et dans des macrophages murins RAW 264.7 surexprimant le récepteur MC1R
(Mandrika et al, 2001). Les actions du KPV seraient médiées par sa liaison a un
transporteur oligopeptidique couplé aux protons, le PepT1 (Dalmasso et al., 2008).
Néanmoins, d’autres auteurs ont montré qu’une partie des activités anti-inflammatoires
du KPV pouvait étre médiée par un antagonisme du récepteur a I'lL-1f (Getting et al.,

2003b).

Dans les cellules gliales, le KPV diminue I'expression du TNF-a et réduit la
libération du *NO apres stimulation par I'l[FN-y (Galimberti et al, 1999; Lipton et al,
1999). Or, l'expression du récepteur MC1R dans les cellules HaCaT entraine une
inhibition de I'expression du TNF-a induite par les UVB (Garcin, 2007; Garcin et al,
2009). L’ensemble de ces données pourraient expliquer les propriétés antioxydantes du

KPV dans les cellules HaCaT-MC1R via l'inhibition du TNF-o.

De plus, les travaux d’Elliott et al. ont montré que la transfection du récepteur
MC1R dans des cellules CHO entrainait une augmentation significative du CaZ2*
intracellulaire (Elliott et al, 2004). Or, le KPV augmente le Ca2* intracellulaire dans les
cellules NHK et HaCaT mais seulement quand la voie AMPc est inhibée (Elliott et al,
2004). Ces résultats pourraient expliquer en partie I'effet du KPV sur le stress oxydatif

induit par les UVA dans le mutant non fonctionnel Rys1C.

I1.3. L’acide caféique

L’acide caféique ou acide 3,4-dihydroxycinnamique est une molécule
photochimique naturelle présente dans de nombreux légumes, herbes médicinales et

plantes (Figure 50).
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L’acide caféique possede de nombreuses propriétés pharmacologiques incluant

des effets antioxydants (Nardini et al., 1997) et anti-inflammatoires (Fesen et al., 1994).

O.. _OH
=
OH
OH

Figure 50 : Structure de I’acide caféique

L’acide caféique protege de maniere significative les lymphocytes et les cellules
HaCaT contre les effets cytotoxiques induits par une exposition aux UV (Poquet et al.,
2008; Prasad et al, 2009). De plus, I'acide caféique, en présence d’a-MSH, augmente
'activité tyrosinase et le contenu en mélanine extracellulaire (An et al, 2008) et inhibe

la génération d’'H202 a I'origine de I'activation de 'EGFR (Vacaresse et al., 2001).

I1.3.1. Mesure de la cytotoxicité de l'acide caféique dans les cellules

HaCaT

Nous avons évalué la cytotoxicité de 'acide caféique sur les cellules HaCaT-MC1R
clone n°53. L’'acide caféique est testé a différentes concentrations dans le milieu de
culture des cellules HaCaT-MC1R clone 53 pendant 24 heures. Les résultats sont

présentés Tableau 9.

Les viabilités des cellules traitées sont exprimées en pourcentage par rapport au
témoin (cellules non traitées) de 100% (DO traité/DO témoin x 100). Les mesures de
viabilité des 6 puits traités avec la méme concentration de produit sont moyennées.
Cette moyenne est comparée a la mesure obtenue pour les 6 puits témoin (test t de

Student - comparaison des moyennes - différence significative a 99% si p<0,01**).
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[acide caféique] (png/ml)

0 0,01 0,06 0,3 1,6 8 40 80 160
Viabilité 100+ 107+ 109+ 106+ 101+ 101+ 119+ 123+ 97%
moyenne (%) 3 2 3 1 3 3 4 2 3

% viabilité 100 107 109 106 101 101 119** 123** 97

p (Student) 0,093 0,058 0065 0804 0867 0,005 00005 0572

Tableau 9 : Cytotoxicité de I'acide caféique dans les cellules HaCaT-MC1R clone 53. La
cytotoxicité est mesurée aprés une incubation de 24 heures avec I'acide caféique.

Ce produit ne présente pas de cytotoxicité cellulaire aux concentrations évaluées.

De plus, I'acide caféique semble avoir un effet prolifératif sur les cellules HaCaT-MC1R

clone 53 aux concentrations de 40 et 80 pg/ml.

I1.3.2. L'acide caféique inhibe le stress oxvdatif induit par les UVA

Nous avons évalué le stress oxydatif induit par 9 J/cm? d’'UVA dans les cellules
HaCaT sauvages, HaCaT-MC1R (clone 53) et HaCaT-R151C (clone 30) aprés un traitement

par 50 et 80 pug/ml d’acide caféique pendant 24 heures. Les résultats sont présentés

Figure 51.
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Figure 51 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les cellules HaCaT
traitées par I'acide caféique. Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clone
53, en rouge) et les cellules HaCaT-R151C (clone 30, en bleu) sont préincubées pendant 24 heures
avec 50 et 80 pug/ml d’acide caféique puis sont exposées a 9 J/cm? d’'UVA. En paralléle, un
controle non irradié ainsi qu’'un contrdle non traité par I'acide caféique sont réalisés (controles
négatifs). La production d’ERO intracellulaire est déterminée immédiatement aprés irradiation
en mesurant la fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H.DCF-DA (10 uM, 1 heure) par
cytométrie en flux. Grace au marquage IP (5 pg/ml), nous avons discriminé la population morte
de la population vivante. A partir des différentes moyennes de fluorescence obtenues, la
production d’ERO a été calculée par rapport aux cellules HaCaT sauvages non traitées par I'acide
caféique qui sont normalisées a 100%. Les données indiquées correspondent a la moyenne *
écart-type de trois expériences indépendantes (test t de Student par rapport aux cellules HaCaT
non traitées par 'acide caféique - comparaison des moyennes - différence significative a 95% si
p<0,05* et 2 99% si p<0,01**).

L’acide caféique inhibe le stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules
HaCaT surexprimant un récepteur MC1R fonctionnel aux deux concentrations testées.
En effet, 'acide caféique atténue la production d’'ERO de 67% a 50 pg/ml et de 87% a 80
pg/ml. Dans les cellules HaCaT sauvages et dans les cellules HaCaT surexprimant le
variant non fonctionnel Ri51C, nous pouvons observer une inhibition de la production
d’ERO induite par les UVA quand les cellules sont traitées par 50 pg/ml d’acide caféique.
L’acide caféique atténue la production d’ERO de 49% dans les cellules HaCaT sauvages

et de 32% dans les cellules HaCaT-R151C clone 30.
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En revanche, pour une concentration d’acide caféique plus importante (80
pg/ml), nous n’observons pas de modulation du stress oxydatif induit par les UVA dans

ces cellules.

L’acide caféique possede donc une action antioxydante importante et semble
protéger les cellules HaCaT contre le stress oxydatif induit par les UVA. De plus, cette
action antioxydante semble étre augmentée par l'expression d'un récepteur MC1R
fonctionnel dans ces cellules et ce, méme pour de fortes concentrations en acide
caféique. Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que I'acide caféique potentialise

les actions de I'a-MSH (An et al., 2008).

II.4. La bétuline

I1.4.1. Synthese bibliographique sur la bétuline

La bétuline (lup-20(29)-eéne-3B, 28-diol), également connu sous le nom de
bétulinol, bétuline et alcool bétulinique, est un triterpene pentacyclique issu du bouleau
(Figure 52) connu pour posséder des activités anti-inflammatoires (Alakurtti et al,
2006; Yamashita et al., 2002; Zdzisinska et al, 2003), antioxydantes et anti-tumorales
(Alakurtti et al., 2006; Fulda et al., 1999; Pisha et al., 1995; Zuco et al., 2002).

CH,

HQC/;’/’z,

Figure 52 : Structure de la bétuline
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I1.4.1.1. Activités anti-tumorales

La bétuline posséde une forte activité contre certaines tumeurs (Zuco et al,
2002). Ce composé possede un effet cytotoxique sur la croissance des mélanomes B16-
F10 in vivo lorsqu’il est utilisé en combinaison avec la vincristine. Ces deux composés
induisent un arrét du cycle cellulaire et entrainent 'apoptose des mélanomes (Liu et al.,
2004; Sawada et al,, 2004). Cette activité pro-apoptotique requiert la production d’ERO,
la rupture du potentiel membranaire mitochondrial (Liu et al, 2004; Tan et al., 2003), la
libération du cytochrome c (Li et al, 2010) et I'activation des caspases (Wick et al,

1999).

I1.4.1.2. Activités anti-inflammatoires

La bétuline possede une activité anti-inflammatoire (Mukherjee et al., 1997) ainsi
que des effets analgésiques via I'inhibition de la synthese des métabolites de 'acide
arachidonique (Lin et al, 2009). Les effets anti-inflammatoires de la bétuline sont
médiés par 'inhibition de la production de *NO et par 'augmentation des activités des
enzymes antioxydantes comme la SOD et la GPx (Lin et al, 2009). De plus, la bétuline
inhibe la phospholipase A2 (PLA2) (Bernard et al, 2001) et module la production d’IL-
10, de TNF-a et d’'IFN-y (Alakurtti et al, 2006; Yamashita et al., 2002).

I1.4.1.3. Activités antioxydantes

La bétuline a un effet protecteur contre les radicaux libres et augmente 'activité
de la SOD (Lin et al, 2009). De plus, elle réduit I'expression des sous-unités catalytiques
Nox4 et p22rhox de la NADPH oxydase qui sont associées a une réduction de la

production d’ERO (Steinkamp-Fenske et al., 2007).

Page 139



Résultats - Partie 2 : Le MC1R : une action antioxydante contre les UV ?

11.4.1.4. Activités sur le récepteur MC1R

Des études récentes ont montré que le récepteur MC1R était une cible pour la
bétuline mais que ce composé ne stimulait pas la production d’AMPc apres liaison au

récepteur MC1R (Muceniece et al., 2007).

I1.4.2. Mesure de la cytotoxicité de la bétuline dans les cellules HaCaT

Comme pour les précédents actifs, nous avons d’abord évalué la cytotoxicité de la
bétuline dans les cellules HaCaT-MC1R clone 53. La bétuline est testée a différentes
concentrations dans le milieu de culture des cellules HaCaT-MC1R clone 53 pendant 24

heures. Les résultats sont présentés Tableau 10.

[bétuline] (pg/ml)

0 0,01 0,06 0,3 1,6 8 40 80 160
Absorbance 0,289 0,308 0,288 0,280 0,263 0,170 0086 0,082 0,039
moyenne + + + + + + ' + +
+0,02
(570 nm) 0,016 0,005 0,042 0,052 0,042 0,015 0,004 0,006
% viabilité 100 107 100 97 91 59%%* 30%** 29%* 13%*
p (Student) 0,051 0,967 0,705 0,221 0,000 0,000 0,000 0,000

Tableau 10: Cytotoxicité de la bétuline dans les cellules HaCaT-MC1R clone 53. La
cytotoxicité est mesurée aprés une incubation de 24 heures avec la bétuline.

Ce produit ne présente pas de cytotoxicité cellulaire pour des concentrations de
0,01 et 0,06 pg/ml. Aux concentrations de 0,3 et 1,6 pg/ml de ce produit, la viabilité est
de 97% et 91% respectivement, ce qui est acceptable. En revanche, pour des

concentrations supérieures a 8 ug/ml, ce produit est fortement cytotoxique.
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I1.4.3. La bétuline inhibe le stress oxyvdatif induit par les UVA

Nous avons évalué le stress oxydatif induit par 9 J/cm? d’UVA dans les cellules
HaCaT sauvages, HaCaT-MC1R (clone 53) et HaCaT-R151C (clone 30) apres un traitement

par 1,6 pg/ml de bétuline pendant 24 heures. Les résultats sont présentés Figure 53.

B HaCaT-R151C 30
® HaCaT-MC1R 33

UvA bétuline 1.6 pg/ml W HaCaT wt
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Production d'ERO (% /wt non traité)

Figure 53 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les cellules HaCaT
traitées par la bétuline. Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clone 53, en
rouge) et les cellules HaCaT-R151C (clone 30, en bleu) sont préincubées pendant 24 heures avec
1,6 ug/ml de bétuline puis sont exposées a 9 J/cm? d’'UVA. En paralléle, un controle non irradié
ainsi qu'un contrdle non traité par la bétuline sont réalisés (controles négatifs). La production
d’ERO intracellulaire est déterminée immédiatement apres irradiation en mesurant la
fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H;DCF-DA (10 uM, 1 heure) par cytométrie en
flux. Grace au marquage IP (5 pg/ml), nous avons discriminé la population morte de la
population vivante. A partir des différentes moyennes de fluorescence obtenues, la production
d’ERO a été calculée par rapport aux cellules HaCaT sauvages non traitées par la bétuline qui
sont normalisées a 100%. Les données indiquées correspondent a la moyenne * écart-type de
trois expériences indépendantes (test t de Student par rapport aux cellules HaCaT non traitées
par la bétuline - comparaison des moyennes - différence significative a 95% si p<0,05* et a 99%
si p<0,01**).

La bétuline inhibe le stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules HaCaT
exprimant un récepteur MC1R fonctionnel. En effet, la bétuline atténue la production

d’ERO de 61% quand les cellules sont traitées par 1,6 pg/ml de bétuline.
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Dans les cellules HaCaT exprimant le variant non fonctionnel Ri51C, nous pouvons
observer une petite inhibition de la production d’ERO induite par les UVA quand les
cellules sont traitées par 1,6 pg/ml de bétuline. La bétuline atténue la production d’ERO
de 28% dans ces cellules. En revanche, le stress oxydatif induit par les UVA n’est pas
modulé de maniere significative quand les cellules HaCaT sauvages sont traitées par la

bétuline.

La bétuline possede donc une action antioxydante importante et semble protéger
les cellules HaCaT qui expriment le récepteur MC1R contre le stress oxydatif induit par
les UVA. Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que le récepteur MC1R est une cible
pour la bétuline (Muceniece et al., 2007). Les travaux de Muceniece et al. ont également
montré que la bétuline était incapable de stimuler la production d’AMPc intracellulaire
(Muceniece et al, 2007) comme c’est le cas pour le KPV (cf. paragraphe I1.2.3). Par
conséquent, nous pouvons penser que les mécanismes d’action de la bétuline et du KPV
peuvent étre similaires. La bétuline pourrait exercer ses actions antioxydantes
indépendamment de la voie AMPc mais par d’autres mécanismes comme la voie du Ca%*
intracellulaire. Peu d’études ont été réalisées concernant le lien entre la bétuline et la
libération du Ca2* intracellulaire, a I'exception de celle de Chou et al. en 2000. Ces
auteurs ont mis en évidence une augmentation de la production de Ca2* intracellulaire
en réponse a l'acide bétulinique dans des cellules rénales de chien MDCK (Chou et al.,

2000).

IL.5. Le Médiacalm

Le Médiacalm est un actif riche en composés hydroxybenzoiques de la racine
Boerhavia diffusa commercialisé par Silab. Ce composé permet de limiter I'amplification
de la réaction inflammatoire en réduisant la libération de médiateurs pro-
inflammatoires comme le NF-kB et la PGE2 (Mehrotra et al,, 2002; Pandey et al.,, 2005).

De plus, testé a 1%, le Médiacalm permet de stimuler de 173% la synthese d’a-MSH.
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I1.5.1. Mesure de la cytotoxicité du Médiacalm dans les cellules HaCaT

Comme pour les précédents actifs, nous avons d’abord évalué la cytotoxicité du
Médiacalm dans les cellules HaCaT-MC1R clone 53. Le Médiacalm a été testé a
différentes concentrations dans le milieu de culture des cellules HaCaT-MC1R clone 53

pendant 24 heures. Les résultats sont présentés Tableau 11.

[Médiacalm] (%)

0 0,0008 0,004 0,02 0,1 0,5 2 5 10
Viabilité 100 102+ 104+ 108+ 88+ 98+ 88+ 65+ 48+
moyenne (%) +2 2 4 3 10 3 1 2 2

% viabilité 100 102 104 108* 88 98 88  65*%F 48**

p (Student) 0468 0493 0,040 0377 0286 0,006 0,000 0,000

Tableau 11: Cytotoxicité du Médiacalm dans les cellules HaCaT-MC1R clone 53. La
cytotoxicité est mesurée apres une incubation de 24 heures avec le Médiacalm.

Ce produit ne présente pas de cytotoxicité cellulaire aux concentrations de

0,0008%, 0,004% et 0,02%. Aux concentrations de 0,1%, 0,5% et 2%, la viabilité est de
88%, 98% et 88% respectivement, ce qui est acceptable. En revanche, pour des

concentrations de 5% et 10%, ce produit devient cytotoxique.

I1.5.2. Le Médiacalm inhibe le stress oxydatif induit par les UVA

Nous avons évalué le stress oxydatif induit par 9 J/cm? d’'UVA dans les cellules
HaCaT sauvages, HaCaT-MC1R (clone 53) et HaCaT-R151C (clone 30) aprés un traitement

par du Médiacalm a 0,1% et 0,5% pendant 24 heures. Les résultats sont présentés

Figure 54.
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Figure 54 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les cellules HaCaT
traitées par le Médiacalm. Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clone 53,
en rouge) et les cellules HaCaT-Ri51C (clone 30, en bleu) sont préincubées pendant 24 heures
avec 0,1% et 0,5% de Médiacalm puis sont exposées a 9 J/cm? d’'UVA. En parallele, un controle
non irradié ainsi qu'un contrdle non traité par le Médiacalm sont réalisés (contrdles négatifs). La
production d’ERO intracellulaire est déterminée immédiatement apres irradiation en mesurant
la fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H,DCF-DA (10 uM, 1 heure) par cytométrie
en flux. Grace au marquage IP (5 pg/ml), nous avons discriminé la population morte de la
population vivante. A partir des différentes moyennes de fluorescence obtenues, la production
d’ERO a été calculée par rapport aux cellules HaCaT sauvages non traitées par le Médiacalm qui
sont normalisées a 100%. Les données indiquées correspondent a la moyenne * écart-type de
trois expériences indépendantes (test t de Student par rapport aux cellules HaCaT non traitées
par le Médiacalm - comparaison des moyennes - différence significative a 99% si p<0,01**).

Le Médiacalm inhibe le stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules HaCaT
exprimant un récepteur MC1R fonctionnel aux deux concentrations testées. En effet, le
Médiacalm diminue la production d’ERO de 70% a 0,1% et de 69% a 0,5%. En revanche,
le stress oxydatif induit par les UVA n’est pas modulé de maniére significative quand les
cellules HaCaT sauvages et celles exprimant le variant non fonctionnel Ri5:C sont

traitées par le Médiacalm.
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Le Médiacalm possede donc une action antioxydante importante et semble
protéger les cellules HaCaT qui expriment un récepteur MC1R fonctionnel contre le
stress oxydatif induit par les UVA. Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que le

Médiacalm stimule la production d’a-MSH.
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PARTIE 3 : LE RECEPTEUR MC1R INHIBE LE STRESS
OXYDATIF INDUIT PAR LES UVA PAR DES MECANISMES
DEPENDANTS DE L’AMPc ET DE L’EGFR

I. ROLE DE LA MITOCHONDRIE SUR LE STRESS OXYDATIF INDUIT

PAR LES UVA

Les kératinocytes sont directement exposés a un environnement pro-oxidatif et
sont particulierement vulnérables aux dommages causés par les ERO (Thiele et al,
1997). La mitochondrie est étroitement impliquée dans I'apoptose et le déclenchement
du processus de différenciation kératinocytaire (Allombert-Blaise et al, 2003;
Polakowska et al., 1994; Tamiji et al., 2005). En 2007, Hornig-Do et al. ont montré que
les kératinocytes utilisaient la chalne respiratoire mitochondriale non seulement pour la
synthese d’ATP mais également pour I'accumulation d’O2*- (Hornig-Do et al, 2007). Le
faible taux de Mn-SOD dans les kératinocytes semble expliquer pourquoi I'0Oz*- n’est pas

détoxifié de maniere efficace (Hornig-Do et al, 2007).

La mitochondrie est, de facon quantitative, la principale source d’ERO dans la
cellule (Cadenas and Davies, 2000). L'O2*- est produit dans la matrice mitochondriale par
le complexe | ou NADH ubiquinone oxydoréductase et par le complexe III ou ubiquinone
cytochrome c oxydoréductase (Chen et al, 2003). Des travaux récents ont mis en
évidence que l'activation de la cascade AMPc inhibait I'accumulation de I'H;0: et

'activité du complexe I (Bellomo et al., 2006).

La mitochondrie et la famille Nox des NADPH oxydases sont les deux sources
majeures de production d’ERO dans la cellule (Fleury et al, 2002; Lambeth, 2004). La
mitochondrie génere des ERO comme sous-produits de la respiration et des inhibiteurs
de la chaine respiratoire, comme la roténone ou le KCN, atténuent la production d’ERO
dans de nombreux types cellulaires (Felty et al, 2005; Yoon et al, 2005). L'Oz*

mitochondrial est généré comme sous-produit de la phosphorylation oxydative.
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Environ 1 a 3% de 1’02 mitochondrial consommé n’est pas completement réduit ;
les électrons libres peuvent alors interagir rapidement avec 'Oz moléculaire et former
de 1'02*-, 'ERO majoritaire dans la mitochondrie (Batandier et al., 2002; Gauuan et al.,
2002; Kudin et al., 2004; Liu et al., 2002). Une étude récente a mis en évidence un lien
entre la mitochondrie et Nox1 pour la production d’ERO dans des cellules humaines

embryonnaires rénales 293T (Lee et al., 2006).

Afin de mettre en évidence un réle potentiel de la mitochondrie dans la
génération d’ERO, une méthode de détection de la génération d’0O2*- mitochondriale a été
mise en place (Gomes et al, 2005; Robinson et al, 2006; Soh, 2006). Un nouveau
fluorophore, le MitoSox, a été récemment introduit pour la détection sélective d’0Oz*
dans la mitochondrie des cellules vivantes (Robinson et al, 2006). Ce fluorophore a été
validé dans plusieurs types cellulaires incluant des oligodendrocytes (Robinson et al,
2006), des cellules rétiniennes (Lieven et al, 2006), des neurones (Abramov et al., 2007;

Zimmerman et al., 2007) et des cardiomyocytes (Fauconnier et al., 2007).

I.1. L’antimycine A induit un stress oxvdatif mitochondrial

dans les cellules HaCaT

Le fluorophore MitoSox n’a jamais été testé sur des lignées kératinocytaires. Par
conséquent, nous avons voulu tout d’abord mesurer la production d’O2*- dans notre
modele cellulaire HaCaT apreés stimulation du stress oxydatif mitochondrial par
I'antimycine A. L’antimycine A est un inhibiteur du complexe III de la chaine respiratoire
mitochondriale connu pour induire la production d’O2*. Les résultats sont présentés

Figure 55.
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Figure 55 : Mesure de la production d’ERO mitochondriale induite par I'antimycine A dans
les cellules HaCaT. Les cellules HaCaT wt (en noir) et les cellules HaCaT-MC1R (clone 53, en
rouge) sont traitées par I'antimycine A (50 uM, 1 heure). En paralléle, un témoin non traité par
I'antimycine A est également utilisé (contrdle négatif). La production d’ERO mitochondriale est
déterminée immédiatement apres irradiation en mesurant la fluorescence du MitoSox (5 uM, 10
minutes) par cytométrie en flux. A partir des différentes moyennes de fluorescence obtenues, la
production d’ERO mitochondriale a été calculée par rapport aux cellules HaCaT non traitées par

I'antimycine A qui sont normalisées a 1. Les données indiquées correspondent a la moyenne +
écart-type de trois expériences indépendantes.

En présence d’antimycine A, on observe une forte production d’0z* dans les
cellules HaCaT sauvages et dans les cellules HaCaT-MC1R (clone 53). En effet,
I'antimycine A augmente la production d’ERO mitochondriale d'un facteur de 9,32 dans
les cellules HaCaT sauvages et d'un facteur de 7,66 dans les cellules HaCaT-MC1R (clone
53), suggérant que l'antimycine A induit bien un stress oxydatif mitochondrial dans
notre lignée kératinocytaire HaCaT. Une possible limitation de la détection de la
production d’Oz*- mitochondriale par le MitoSox est qu’il peut se lier a I’ADN nucléaire

apres oxydation (Mukhopadhyay et al.,, 2007b).

Nous avons donc montré que la sonde de mesure des ERO mitochondriaux, le

MitoSox, peut étre utilisée dans notre modele cellulaire HaCaT.
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I.2. Le stress oxydatif mitochondrial n’est pas affecté par

I'expression d’'un récepteur MC1R fonctionnel dans les cellules

HaCaT

Nous avons ensuite voulu évaluer I'importance du stress oxydatif mitochondrial
dans les suites immédiates d’'une exposition aux UVA avec des doses de 3 et 9 J/cm?
d’'UVA. Immédiatement apres l'irradiation, les cellules ont été marquées avec le MitoSox

(Kudin et al., 2004). Les résultats sont présentés Figure 56.
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Figure 56 : Mesure de la production d’ERO mitochondriale induite par les UVA dans les
cellules HaCaT. Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53, en
vert et rouge respectivement) et les cellules HaCaT-R1s51C (clone 30, en bleu) sont exposées a des
doses UVA de 3 et 9 J/cm? En paralléle, un contréle non irradié est réalisé (controle négatif,
données non montrées). La production d’ERO mitochondriale est déterminée immédiatement
apres irradiation en mesurant la fluorescence du MitoSox (5 uM, 10 minutes) par cytométrie en
flux. A partir des différentes moyennes de fluorescence obtenues, la production d’ERO
mitochondriale a été calculée par rapport aux cellules HaCaT non irradiées qui sont normalisées
a 1 (données non montrées). Les données indiquées correspondent a la moyenne * écart-type de
trois expériences indépendantes.
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Nos résultats montrent que les UVA n’ont pas d’effet sur la fluorescence du
MitoSox dans toutes les cellules HaCaT étudiées (Figure 56). Ces résultats sont en
accord avec ceux de Schroeder et al qui ont montré que la production d’ERO
mitochondriale n’était pas affectée par les UVA dans des fibroblastes cutanés humains

(Schroeder et al., 2007).

Ainsi, immédiatemment apres exposition aux UVA, la production d’ERO
mitochondriale dans les cellules HaCaT n’est pas affectée par I'expression d’'un récepteur

MCI1R fonctionnel.

II. ROLE DE LA NADPH OXYDASE SUR LE STRESS OXYDATIF INDUIT

PAR LES UVA

L’autre source principale de la production des ERO dans la cellule est le systeme
enzymatique appelé NADPH oxydase (cf. partie 3 de la syntheése bibliographique). Ce
complexe enzymatique catalyse la réduction de Oz en O2* en utilisant le NADPH comme
donneur d’électrons (Lambeth, 2004). Ce systeme enzymatique est composé de sous-
unités membranaires (gp91rhox/Nox2 et p22rhox) et de sous-unités cytosoliques (p40prhox,
p47rhox, p67phox et Racl) qui s’assemblent pour former 'enzyme active (Babior et al,

2002).

Les kératinocytes humains normaux expriment la sous-unité catalytique
gp91rhox/Nox2 ainsi que son homologue, Nox1 (Chamulitrat et al., 2004; He et al., 2005;
Valencia and Kochevar, 2006; Valencia et al, 2006). Valencia et al. ont montré que
I'irradiation par les UVA entrainait la formation d’ERO dans les kératinocytes humains
normaux via un mécanisme dépendant du systeme NADPH oxydase et impliquant la

sous-unité Nox1 (Valencia and Kochevar, 2008).
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II.1. L’apocynine inhibe le stress oxvdatif induit par les UVA

dans les cellules HaCaT qui ne surexpriment pas un récepteur MC1R

fonctionnel

Nous avons voulu évaluer le role de la NADPH oxydase en utilisant un inhibiteur,
I'apocynine, qui supprime la translocation des sous-unités cytoplasmiques p47rhox et

gp91rhox (Stolk et al., 1994; Touyz et al., 2002).

Les cellules ont été traitées 1 heure avec 10 M d’apocynine et ont été exposées a
des irradiations UVA comprises entre 3 et 9 ] /cm?2. Immédiatement apres l'irradiation, la
production d’ERO intracellulaire a été quantifiée en mesurant la fluorescence du produit
d’oxydation du carboxy-H2DCF-DA par cytométrie en flux. Les résultats sont présentés

Figure 57.
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Figure 57 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les cellules HaCaT
traitées par I'apocynine. Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clones 35
et 53, en vert et rouge respectivement) et les cellules HaCaT-R15:C (clone 30, en bleu) sont
traitées pendant 1 heure avec 10 uM d’apocynine puis sont exposées a des doses UVA de 3,6 et 9
J/cmz2. En paralléle, un controle non irradié ainsi qu’'un contrdle non traité par 'apocynine sont
réalisés (controles négatifs). La production d’ERO intracellulaire est déterminée immédiatement
apres irradiation en mesurant la fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H,DCF-DA (10
UM, 1 heure) par cytométrie en flux. Grace au marquage IP (5 pg/ml), nous avons discriminé la
population morte de la population vivante. A partir des différentes moyennes de fluorescence
obtenues, la production d’ERO a été calculée par rapport aux cellules HaCaT non irradiées et non
traitées par l'apocynine qui sont normalisées a 1. Les données indiquées correspondent a la
moyenne * écart-type de trois expériences indépendantes (test t de Student par rapport aux
cellules HaCaT non traitées par l'apocynine - comparaison des moyennes - différence
significative a 95% si p<0,05* et 2 99,9% si p<0,001***).

L’apocynine bloque le stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules HaCaT
sauvages et HaCaT-R151C (clone 30). Apres stimulation par I'apocynine, la production
d’ERO intracellulaire diminue de 34% et 37% a 3 ]J/cm?, de 49% et 45% a 6 J/cm? et de
62% et 59% a 9 J/cm? dans les cellules HaCaT sauvages et HaCaT-R151C (clone 30)

respectivement (Tableau 12).
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Dose UVA (J/cm?)
% inhibition
HaCaT wt 34 +4% 49 + 9%* 62 + 4%***
HaCaT-MC1R 35 - 18+ 7% 29 + 9%*
HaCaT-MC1R 53 - 26 + 6% 28 + 5%*
HaCaT-Ris:C 30 37 = 3%* 45 + 2%* 59 + 19p***

Tableau 12: Inhibition de la production d’ERO intracellulaire induite par les UVA apreés
stimulation par I'apocynine dans les cellules HaCaT. Les % d’inhibition sont calculés par
rapport aux cellules HaCaT non traitées par I'apocynine et a la méme dose d’'UVA.

Nous pouvons observer que lorsque les cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53)
sont stimulées par 'apocynine, la production d’ERO intracellulaire induite par les UVA
est peu modulée (Figure 57). Il semblerait donc que le stress oxydatif induit par les UVA
dans notre modele HaCaT ait pour origine majeure le systeme NADPH oxydase. Cette
hypothese est fortement plausible puisque des travaux récents ont mis en évidence que
les UVA stimulaient la production d’ERO intracellulaire dans les kératinocytes via la

sous-unité Nox1 de la NADPH oxydase (Valencia and Kochevar, 2008).

Ces résultats suggerent que le systeme NADPH oxydase pourrait jouer un role
important dans le stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules HaCaT. De plus, le
récepteur MC1R pourrait exercer son role d’antioxydant en agissant sur le systéme

NADPH oxydase.
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II.2. Le récepteur MC1R inhibe le stress oxvdatif via un

mécanisme dépendant de ’AMPc

De nombreux travaux ont montré l'implication de la production d’AMPc
intracellulaire et de I'activation de son médiateur, la PKA sur la régulation négative de la
production d’ERO intracellulaire dans les phagocytes (Crawford et al., 2006; Lin et al,
2005; Simchowitz et al, 1980). Récemment, Kim et al. ont identifié un nouveau
mécanisme de régulation négative de la production d’ERO intracellulaire dépendante de
Nox1. Cette régulation implique la phosphorylation de la sous-unité activatrice de Nox1,
NoxA1, par la PKA (Kim et al, 2007). Ces données suggerent que des hormones ou des
agents capables de stimuler la production d’AMPc et par conséquent, I'activation de la

PKA peuvent reproduire cette régulation négative du stress oxydatif dans les cellules.

I1.2.1. L’'H-89 léve l'inhibition du MC1R sur le stress oxvdatif induit par
les UVA

L’H-89 ou N-[2-((p-bromocinnamyl) amino) éthyl]-5-isoquinolinesulfonamide
(Figure 58) est un inhibiteur spécifique de la PKA (Ki=48 nM) (Lochner and Moolman,
2006). L’H-89 inhibe également, a fortes concentrations, la CaM kinase (Ki=29,7 uM), la
caséine kinase I (Ki=38,3 uM) et la PKC (Ki=31,7 uM).

Br

Figure 58 : Structure de I'H-89 dihydrochloride
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[1.2.1.1. Mesure de la cytotoxicité de 'H-89 dans les cellules HaCaT

Nous avons tout d’abord évalué la cytotoxicité de 'H-89 dans les cellules HaCaT
sauvages et HaCaT-MC1R (clone 53). L’H-89 est testé pendant 24 heures a différentes
concentrations comprises entre 0,05 et 50 uM dans le milieu de culture des cellules ce
qui correspond a 1 et a 1000 fois le Ki de la PKA. Ces concentrations ne sont pas

suffisantes pour inhiber d’autres kinases. Les résultats sont présentés Figure 59.
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Figure 59 : Mesure de la cytotoxicité de I'H-89 dans les cellules HaCaT. Les cellules HaCaT
wt (en noir) et HaCaT-MC1R (clone 53, en rouge) sont traitées pendant 24 heures par des
concentrations d’'H-89 de 0.05, 0.5, 5 et 50 uM. En paralléle, un contréle non traité par 'H-89 est
également utilisé. La cytotoxicité est ensuite mesurée a l'aide d'un test MTT. Les données
indiquées correspondent a la moyenne * écart-type de six réplicats (test t de Student par
rapport aux cellules HaCaT non traitées par I’'H-89 - comparaison des moyennes - différence
significative a 95% si p<0,05* a 99% si p<0,01** et a 99,9% si p<0,001***).

Ce produit présente une cytotoxicité cellulaire a partir d'une concentration de 50
uM. Par contre, pour des concentrations comprises entre 0,05 et 5 uM, I'H-89 semble
avoir un effet prolifératif sur les cellules HaCaT surexprimant le récepteur MC1R. Pour la
suite des expériences, nous avons choisi de travailler avec une concentration d’'H-89 de

5 uM.
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[1.2.1.2. Mesure du_ stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules

HaCaT traitées par I’'H-89

Les cellules ont été traitées par 5 pM d’H-89 pendant 1 heure et ont été irradiées
par 9 J/cm? d’'UVA. Immédiatement apres lirradiation, la production d’ERO
intracellulaire a été quantifiée en mesurant la fluorescence du produit d’oxydation du

carboxy-H;DCF-DA par cytométrie en flux. Les résultats sont présentés Figure 60.

8.3 7 B HaCaT wt .
*
OHaCaT wt+ H-89 #
7.5 - - .
W HaCaT-R131C 30 %
6.5 | OHaCaT-R151C 30 + H-89 1

B HaCaT-MCIR 35
5.5 - DMHaCaT-MC1R 35 + H-892
B HaCaT-MC1R 53

4.5 | @ HaCaT-MCIR 53 + H-89

3.5 1

Production d'ERO +UV /- UV [s.u.)

0.5 -

Dose UVA (J/cm?)

Figure 60 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les cellules HaCaT
traitées par I'H-89. Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53,
en vert et rouge respectivement) et les cellules HaCaT-Ri51C (clone 30, en bleu) sont traitées
pendant 1 heure avec 5 uM d’H-89 puis sont exposées a une dose d'UVA de 9 J/cmz2. En paralléle,
un contréle non irradié ainsi qu'un contréle non traité par 'H-89 sont réalisés (controles
négatifs). La production d’ERO intracellulaire est déterminée immédiatement aprés irradiation
en mesurant la fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H.DCF-DA (10 uM, 1 heure) par
cytométrie en flux. Grace au marquage IP (5 pg/ml), nous avons discriminé la population morte
de la population vivante. A partir des différentes moyennes de fluorescence obtenues, la
production d’ERO a été calculée par rapport aux cellules HaCaT non irradiées et non traitées par
I’'H-89 qui sont normalisées a 1. Les données indiquées correspondent a la moyenne + écart-type
de trois expériences indépendantes (test t de Student par rapport aux cellules HaCaT non
traitées par I'H-89 - comparaison des moyennes - différence significative a 99,9% si
p<0,001***),
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L’H-89 ne modifie pas le stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules
HaCaT sauvages et dans les cellules HaCaT-R151C (clone 30). Ces résultats sont cohérents
puisque les cellules HaCaT sauvages n’expriment pas le récepteur MCIR et par
conséquent, ne posseédent pas la voie d’activation dépendante de I’AMPc. Dans le cas du
variant non fonctionnel, la mutation Ris1C est localisée au niveau de la boucle
intracellulaire n°2 du récepteur MC1R ce qui entraine un découplage avec les protéines
G (Garcia-Borron et al, 2005) et par conséquent, un dysfonctionnement de la voie

d’activation dépendante de ’AMPc.

Dans le cas des cellules HaCaT surexprimant un récepteur MC1R fonctionnel
(clones 35 et 53), nous observons une augmentation de la production d’ERO
intracellulaire quand ces cellules sont traitées par I'H-89 et irradiées par 9 J/cm?2 d’'UVA.
Apres stimulation par 'H-89, la production d’ERO intracellulaire augmente de 239% et
de 178% dans les cellules HaCaT-MC1R clones 35 et 53 respectivement (Tableau 13) et
atteint des niveaux similaires a ceux observés dans les cellules HaCaT sauvages et

HaCaT-R151C clone 30 (Figure 60).

Dose UVA (J/cm?2)

9% activation

HaCaT-MC1R 35 239 + 80p***

HaCaT-MC1R 53 178 +80p***

Tableau 13: Activation de la production d’ERO intracellulaire induite par les UVA apres
stimulation par I’'H-89 dans les cellules HaCaT-MC1R. Les % d’activation sont calculés par
rapport aux cellules HaCaT irradiées et non traitées par I'H-89.

Lorsque le récepteur MC1R est stimulé, nous observons une production d’AMPc
intracellulaire et une activation de la PKA. Lorsque les cellules HaCaT-MC1R sont
traitées par I'H-89, I'activation de la PKA est inhibée et se traduit par une augmentation
de la production d’ERO intracellulaire induite par les UVA. Cette augmentation atteint le
méme niveau que celui observé dans les cellules HaCaT qui ne possede pas cette voie

d’activation dépendante de 'AMPc (Figure 61).
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Figure 61 : Mécanisme d’action hypothétique du récepteur MC1R sur le systéeme NADPH
oxydase. Les résultats obtenus ainsi que ceux de Kim et al nous ont permis d’établir ce
mécanisme d’action théorique (Kim et al, 2007). Le récepteur MC1R inhiberait le systéme
NADPH oxydase via un mécanisme dépendant de '’AMPc. L’activation de la PKA phosphorylerait
alors la sous-unité NoxA1l de la NADPH oxydase ce qui se traduirait par une diminution de la
production d’ERO intracellulaire. L'inhibition de la PKA par I'H-89 permet de lever cette
inhibition.

En d’autres termes, I'H-89 léve l'inhibition du récepteur MC1R sur le stress
oxydatif induit par les UVA et provenant du systéme NADPH oxydase. Ces résultats ainsi
que ceux de Kim et al nous amenent a penser que le récepteur MC1R inhiberait le

systeme NADPH oxydase via un mécanisme dépendant de 'AMPc (Kim et al, 2007).
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I1.2.2. L’activation de I’AMPc inhibe le stress oxvdatif induit par les

UVA dans le mutant non fonctionnel R;5:1C

Afin de mettre en évidence le role de 'AMPc dans la modulation du stress
oxydatif induit par les UVA par le récepteur MC1R, nous avons ensuite utilisé un

activateur d’adénylate cyclase, la forskoline (Figure 62).

Figure 62 : Structure de la forskoline. [llustration extraite de
http://www.fermentek.co.il /struct/forskolin.gif

La forskoline est un composé diterpénique extrait de la racine de Coleus forskolii.
C’est un activateur non sélectif des adénylates cyclases qui a pour effet d’'augmenter le
niveau d’AMPc intracellulaire (Insel and Ostrom, 2003; Morris et al.,, 1991; Seamon et al.,

1983).

Nous avons montré précédemment (Figure 43) que l'incubation des cellules
HaCaT avec la forskoline entrainait une forte induction de la production d’AMPc

intracellulaire.

[1.2.2.1. Mesure de la cytotoxicité de la forskoline dans les cellules HaCaT

Nous avons tout d’abord évalué la cytotoxicité de la forskoline dans les cellules
HaCaT sauvages et HaCaT-MC1R (clone 53). La forskoline a été testée pendant 24 heures
a différentes concentrations comprises entre 0,1 et 100 uM dans le milieu de culture des

cellules. Les résultats sont présentés Figure 63.
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Figure 63 : Mesure de la cytotoxicité de la forskoline dans les cellules HaCaT. Les cellules
HaCaT wt (en noir) et HaCaT-MC1R (clone 53, en rouge) sont traitées pendant 24 heures par des
concentrations de forskoline de 0.1, 1, 10 et 100 uM. En parallele, un contréle non traité par la
forskoline est également utilisé. La cytotoxicité est ensuite mesurée a 'aide d’'un test MTT. Les
données indiquées correspondent a la moyenne * écart-type de six réplicats (test t de Student
par rapport aux cellules HaCaT non traitées par la forskoline - comparaison des moyennes -
différence significative a 99% si p<0,01** et 2 99,9% si p<0,001***).

Pour des concentrations de forskoline comprises entre 0,1 et 10 puM, nous
observons peu d’effet cytotoxique. Néanmoins, une concentration de 100 pM de
forskoline entraine une mortalité de 46% et de 31% des cellules HaCaT sauvages et
HaCaT-MC1R clone 53 respectivement. Pour la suite des expériences, nous avons donc

choisi de travailler avec une concentration de forskoline de 10 pM.

[1.2.2.2. Mesure du_stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules

HaCaT traitées par la forskoline

Les cellules ont été préincubées en présence d'IBMX, un inhibiteur non spécifique
des phosphodiestérases qui inhibent la dégradation de 'AMPc, puis ont été traitées par
10 uM de forskoline pendant 1 heure. A l'issue de I'incubation, les cellules HaCaT ont été

irradiées par 9 J/cm?2 d'UVA.
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Immédiatement apres l'irradiation, la production d’ERO intracellulaire a été
quantifiée en mesurant la fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H,DCF-DA

par cytométrie en flux. Les résultats sont présentés Figure 64.
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Figure 64 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les cellules HaCaT
traitées par la forskoline. Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clones 35
et 53, en vert et rouge respectivement) et les cellules HaCaT-R15:C (clone 30, en bleu) sont
prétraitées par I'IBMX (1 mM, 1 heure) puis sont incubées pendant 1 heure avec 10 uM de
forskoline. Les cellules HaCaT sont ensuite exposées a une dose d’'UVA de 9 J/cm2. En paralléle,
un contréle non irradié ainsi qu'un contréle non traité par la forskoline sont réalisés (controles
négatifs). La production d’ERO intracellulaire est déterminée immédiatement apres irradiation
en mesurant la fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H.DCF-DA (10 uM, 1 heure) par
cytométrie en flux. Grace au marquage IP (5 pg/ml), nous avons discriminé la population morte
de la population vivante. A partir des différentes moyennes de fluorescence obtenues, la
production d’ERO a été calculée par rapport aux cellules HaCaT non irradiées et non traitées par
la forskoline qui sont normalisées a 1. Les données indiquées correspondent a la moyenne *
écart-type de trois expériences indépendantes (test t de Student par rapport aux cellules HaCaT
non traitées par la forskoline - comparaison des moyennes - différence significative a 99,9% si
p<0,001***),

La forskoline ne modifie pas le stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules

HaCaT surexprimant un récepteur MC1R fonctionnel.
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Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que les cellules HaCaT-MC1R (clones
35 et 53) produisent un niveau basal d’AMPc intracellulaire important (Garcin, 2007;
Garcin et al., 2007) et par conséquent, l'activation de la voie AMPc par la forskoline n’a

pas d’effet sur le stress oxydatif induit par les UVA dans ces cellules.

Dans le cas des cellules HaCaT sauvages et HaCaT-R151C clone 30, nous observons
une inhibition de la production d’ERO intracellulaire quand ces cellules sont traitées par
la forskoline et irradiées par 9 J/cm? d’'UVA. Apres stimulation par la forskoline, la
production d’ERO intracellulaire diminue de 57% dans les cellules HaCaT sauvages et de
52% dans les cellules HaCaT-R151C clone 30 (Tableau 14) pour atteindre des niveaux
similaires a ceux observés dans les cellules HaCaT surexprimant le récepteur MC1R

fonctionnel (Figure 64).

Dose UVA (J/cm?2)

% inhibition

HaCaT wt 57 + 39p***

HaCaT-Ri51C 30 52 +10p***

Tableau 14: Inhibition de la production d’ERO intracellulaire induite par les UVA apres
stimulation par la forskoline dans les cellules HaCaT sauvages et dans le variant non
fonctionnel Ry51C. Les % d’activation sont calculés par rapport aux cellules HaCaT irradiées et
non traitées par la forskoline.

Ces résultats confirment le role inhibiteur de 'AMPc dans la régulation de la

production des ERO apres exposition aux UVA.

IL.3. La phosphorylation de NoxAl est augmentée dans les

cellules HaCaT-MC1R

L’activation de Nox1 est liée a son interaction avec des sous-unités régulatrices

comme NoxO1 et NoxA1 (Bedard and Krause, 2007).
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Des données récentes ont suggéré que l'activité de la NADPH oxydase pouvait
étre régulée par la PKA (Kim et al, 2007). De plus, Kim et al. ont montré que la PKA
phosphorylait NoxAl ce qui entrainait une inhibition de la production d’ERO

intracellulaire (Kim et al., 2007).

Afin de vérifier cette hypothese, nous avons mesuré la phosphorylation de NoxA1
dans les cellules HaCaT sauvages, HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et HaCaT-R151C clone
30. Pour cela, nous avons utilisé la méthode de co-immunoprécipitation de NoxA1l
décrite dans la publication de Kim et al. en 2007 (Kim et al., 2007). Le protocole détaillé
de cette technique est décrite dans la partie Matériels & Méthodes (paragraphe IX).
L'immunoprécipitation de NoxA1l a ensuite été révélée par Western-Blot en utilisant un
anticorps dirigé contre NoxA1l (NoxA1l total) et un anticorps dirigé contre les cibles
phosphorylées par la PKA (NoxA1 phosphorylé). Le protocole détaillé de la technique du
Western-Blot est décrite dans la partie Matériels & Méthodes (paragraphe X). Les

résultats sont présentés Figure 65.

IP: anti-NoxA1l

IB: anti-PKAS/T . ! ‘ i phospho-NoxAl

NoxAl

HaCaT- R-_|_5-|C 30
HaCaT-MC1R 35
HaCaT- MC1R 53

HaCaT wt

IB: anti-NoxA1l

Figure 65 : Analyse par Western-Blot de la phosphorylation de NoxA1 par la PKA dans les
cellules HaCaT. Les cellules HaCaT sauvages, HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et HaCaT-Ri5:C
(clone 30) sont immunoprécipitées avec un anticorps anti-NoxA1. Puis, les extraits cellulaires
sont soumis a un Western-Blot, sont transférés sur membrane de nitrocellulose puis sont
incubés avec un anticorps anti-NoxA1 ou anti-PKA (Ser/Thr) comme il est décrit dans la partie
Matériels & Méthodes de ce mémoire (paragraphes IX et X).

L'immunoprécipitation de NoxA1 révélée par 'anticorps anti-NoxA1 nous a servi
comme controle de la quantité de protéine totale NoxA1l présente dans les cellules

HaCaT. La protéine NoxA1 a une taille attendue de 51,7 kDa.
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D’apres les résultats obtenus, nous pouvons observer que la protéine NoxAl
totale est bien présente dans les différentes lignées cellulaires HaCaT et a des niveaux
similaires. La forte densité du signal vient du fait que nous avons immunoprécipité

spécifiquement la protéine NoxA1 et qu’elle est, par conséquent, fortement exprimée.

L'immunoprécipitation de NoxA1 révélée par un anticorps qui cible les sites de
phosphorylation Ser/Thr reconnus par la PKA nous a permis de mettre en évidence les
états de phosphorylation de NoxA1l dans les différentes lignées cellulaires HaCaT.
D’apres les données exposées, la protéine NoxA1l n’est pas phosphorylée de la méme
maniere dans les différentes cellules HaCaT (Figure 65). Il apparait que NoxA1l est
moins phosphorylée dans les cellules HaCaT sauvages et HaCaT-R151C clone 30 que dans
les cellules HaCaT surexprimant un récepteur MC1R fonctionnel. En effet, la protéine
NoxA1 est 3,31 fois et 3,22 fois plus phosphorylée dans les cellules HaCaT-MC1R clones
35 et 53 respectivement, que dans les cellules HaCaT sauvages. Le variant non
fonctionnel R151C présente, quant a lui, une phosphorylation de la protéine NoxA1 par la
PKA plus faible que dans les cellules HaCaT-MC1R mais 1,78 fois plus importante que
dans les cellules HaCaT sauvages (Tableau 15). Ces résultats indiquent que la
surexpression d'un récepteur MC1R fonctionnel dans les cellules HaCaT est associée a

une augmentation de la phosphorylation de la protéine NoxA1.

Cellules % de phosphorylation

HaCaT wt 100%
HaCaT-Ri5:C 30 178 £ 10%
HaCaT-MC1R 35 331+16%
HaCaT-MC1R 53 322 +19%

Tableau 15: Phosphorylation de NoxA1 par la PKA dans les cellules HaCaT. Le Western-
Blot de NoxA1l phosphorylé est analysé a I'aide du logiciel d'imagerie BiolD (Vilber Lourmat,
Marne La Vallée, France). Les données sont exprimées en % de densité optique (D.0.) comparées
aux cellules HaCaT wt qui sont normalisées a 100%.
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Ces données, ainsi que celle de Kim et al,, vont dans le sens de notre hypothese de
départ a savoir, que le récepteur MC1R inhibe le systeme NADPH oxydase par un
mécanisme dépendant de I’AMPc (Kim et al,, 2007). En effet, la protéine PKA produite
lors de la signalisation du récepteur MC1R, phosphoryle la sous-unité activatrice NoxA1l
de Nox1 du systeme NADPH oxydase entrainant ainsi une inhibition de la production
d’ERO intracellulaire (Figure 66). Les sites majeurs de phosphorylation de NoxA1 par la
PKA sont la Ser172 et la Serse1. Ces sites de phosphorylation sont présents au niveau du
domaine TPR de Racl et du domaine SH3 de NoxO1 empéchant alors leur interaction.
Par conséquent, la protéine NoxA1 phosphorylée ne peut plus se lier au complexe Nox1

inhibant ainsi son activité (Kim et al., 2007).
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Figure 66: Mécanisme d’action hypothétique de la voie AMPc sur le systétme NADPH
oxydase. Les résultats obtenus ainsi que ceux de Kim et al nous ont permis d’établir ce
mécanisme d’action théorique (Kim et al, 2007). L’activation du récepteur MC1R entraine une
augmentation intracellulaire d’AMPc et une activation de la PKA. La PKA produite phosphoryle
alors la Seri72 et la Serss1 de la sous-unité NoxA1l du systeme NADPH oxydase entrainant alors
une inhibition de la production d’ERO intracellulaire induite par les UVA.
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III. ROLE DE L’EGFR SUR LE STRESS OXYDATIF INDUIT PAR LES
UVA

L’activation de Nox1 est régulée par NoxO1 et NoxA1l (Banfi et al,, 2003; Cheng
and Lambeth, 2004; Geiszt et al, 2003; Takeya et al., 2003). De plus, comme c’est le cas
pour Nox2, Nox1 forme un hétérodimere avec p22prhox essentiel pour la production
d’ERO induite par 'EGF (Kawahara et al., 2007; Takeya et al., 2003; Taura et al., 2009).
D’autres études ont également mis en évidence la régulation négative de l'activité Nox1
par ERK via la phosphorylation de la Serzs; de NoxAl (Oh et al, 2010). Cette

phosphorylation désensibilise 'activité de Nox1 en modulant I'activité de Rac.

Le récepteur a 'EGF (EGFR) est connu pour stimuler 'activité Nox1 entrainant la
production d’O2* et d'H202 (Bae et al., 1997; Park et al., 2004). L’inhibition de la NADPH
oxydase coincide avec une inhibition des niveaux d’ARNm de 'EGFR et une inhibition de
sa phosphorylation dans des hépatomes de rat (Sancho and Fabregat, 2010). Les ERO,
dont I’'H202, sont connues pour activer 'EGFR dans des kératinocytes irradiés par les
UVA et les UVB (Peus et al, 1998; von Montfort et al, 2006). Une étude réalisée sur les
cellules HaCaT a mis en évidence que la production d’ERO induite par I'angiotensine II
augmentait les niveaux d’expression de I'EGFR alors que I'apocynine les inhibaient,
suggérant un lien étroit entre I'activité NADPH oxydase et 'EGFR (Nakai et al, 2008).
Ces résultats ont été confirmés par les travaux de Chen et al. qui ont montré que Nox1
médiait la production d’ERO intracellulaire stimulée par 'EGF (Chen et al., 2008). BPix
(pour PAK-interacting exchange factor), un facteur d’échange a guanine pour Rac,
interagit avec Nox1. La formation d’'un complexe Nox1/BPix/NoxO1 est une étape

critique de la production d’ERO induite par I'EGF (Park et al.,, 2004; Park et al., 2006).

Nous avons voulu savoir si la formation d’ERO intracellulaire induite par les UVA
dans les cellules HaCaT était liée a 'EGFR et a ERK. Pour cela, nous avons utilisé un

inhibiteur de 'EGFR, le PD153035 et un inhibiteur de ERK, le PD98059.
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III.1. L’'inhibition de I'EGFR et de ERK augmente le stress

oxvdatif induit par les UVA dans les cellules HaCaT-MC1R

Des travaux récents ont pu mettre en évidence de nouveaux mécanismes de
transduction du signal dans les RCPG, certains ne passant pas par l'activation des
protéines G (Luttrell, 2008). La stimulation de la plupart des RCPG entraine une
activation rapide des voies des MAP kinases (MAPK). Il existe trois classes majeures de
MAPK : ERK, JNK/SAPK (pour c-Jun N-terminal kinase/Stress-activated protein kinase)
et p38. La voie de ERK est impliquée dans le contréle du cycle cellulaire et le passage des
cellules en mitose ou en meiose alors que les voies JNK/SAPK et p38 sont impliquées

dans I'apoptose et dans I'arrét de la croissance cellulaire (Figure 67).
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Figure 67 : Voie des MAP Kinases. [llustration extraite de http://www.nature.com.
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Les mécanismes d’activation de ERK par les RCPG impliquent le plus souvent
I'activation des tyrosine kinases Src et de la petite protéine G, Ras (Luttrell et al., 1996;
van Biesen et al, 1995). La transactivation des récepteurs a tyrosine kinase (RTK)
comme 'EGFR ou le PDGF par les RCPG a été mise en évidence dans de nombreux
modeles cellulaires (Arthur et al,, 2006; Bhola and Grandis, 2008; Filardo, 2002; Hackel
et al, 1999; Jeanneteau and Chao, 2006; Kanno et al., 2003; Mori et al., 2006; Shah and
Catt, 2004).

III.1.1. Mesure de la cyvtotoxicité du PD153035 dans les cellules HaCaT

sauvages

Nous avons tout d’abord évalué la cytotoxicité du PD153035 dans les cellules
HaCaT sauvages. Ce composé est testé pendant 24 heures a différentes concentrations

comprises entre 0,005 et 50 uM dans le milieu de culture (Figure 68).
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Figure 68 : Mesure de la cytotoxicité du PD153035 dans les cellules HaCaT sauvages. Les
cellules HaCaT wt sont traitées pendant 24 heures par des concentrations de PD153035 de
0.005, 0.05, 0.5, 5 et 50 uM. En paralléle, un controle non traité par le PD153035 est également
utilisé. La cytotoxicité est ensuite mesurée a l'aide d'un test MTT. Les données indiquées
correspondent a la moyenne #* écart-type de six réplicats (test t de Student par rapport aux
cellules HaCaT non traitées par le PD153035 - comparaison des moyennes - différence
significative a 95% si p<0,05* et a 99% si p<0,01**).
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Ce produit présente une cytotoxicité cellulaire a partir d'une concentration de 50
uUM. Pour une concentration de 5 pM, la mortalité des cellules HaCaT sauvages est de
20% environ. En revanche, pour des concentrations comprises entre 0,005 et 0,5 uM, le
PD153035 semble avoir un effet prolifératif sur les cellules HaCaT sauvages. Pour la
suite des expériences, nous avons choisi de travailler avec une concentration de

PD153035 de 0,5 pM.

I11.1.2. Mesure du stress oxvdatif induit par les UVA dans les cellules

HaCaT traitées par le PD153035

Les cellules ont été traitées 1 heure avec 0,5 uM de PD153035 et ont été exposées
a une irradiation UVA de 9 J/cm2 Immédiatement apres l'irradiation, la production
d’ERO intracellulaire a été quantifiée en mesurant la fluorescence du produit
d’oxydation du carboxy-H2DCF-DA par cytométrie en flux. Les résultats sont présentés

Figure 69.
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Figure 69 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les cellules HaCaT
traitées par le PD153035. Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clones 35
et 53, en vert et rouge respectivement) et les cellules HaCaT-R151C (clone 30, en bleu) sont
traitées pendant 1 heure avec 0,5 uM de PD153035 puis sont exposées a une dose d'UVA de 9
J/cm2, En parallele, un controle non irradié ainsi qu'un controle non traité par le PD153035 sont
réalisés (controles négatifs). La production d’ERO intracellulaire est déterminée immédiatement
apres irradiation en mesurant la fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H,DCF-DA (10
UM, 1 heure) par cytométrie en flux. Grace au marquage IP (5 pg/ml), nous avons discriminé la
population morte de la population vivante. A partir des différentes moyennes de fluorescence
obtenues, la production d’ERO a été calculée par rapport aux cellules HaCaT non irradiées et non
traitées par le PD153035 qui sont normalisées a 1. Les données indiquées correspondent a la
moyenne * écart-type de trois expériences indépendantes (test t de Student par rapport aux
cellules HaCaT non traitées par le PD153035 - comparaison des moyennes - différence
significative a 99,9% si p<0,001***).

Le PD153035 ne modifie pas le stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules

HaCaT sauvages et dans les cellules HaCaT-R151C (clone 30).

Dans le cas des cellules HaCaT surexprimant un récepteur MC1R fonctionnel
(clones 35 et 53), nous observons une augmentation de la production d’ERO
intracellulaire quand ces cellules sont traitées par I'inhibiteur de 'EGFR et sont irradiées
par 9 J/cm? d’'UVA. En effet, la production d’ERO intracellulaire augmente de 206% dans
les cellules HaCaT-MC1R clone 35 et de 224% dans celles du clone 53 (Tableau 16)
pour atteindre des niveaux similaires a ceux observés dans les cellules HaCaT sauvages

et HaCaT-R151C clone 30 (Figure 69).
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Dose UVA (J/cm?)

% activation

HaCaT-MC1R 35 206 + 50p***

HaCaT-MC1R 53 224 + 80p***

Tableau 16: Activation de la production d’ERO intracellulaire induite par les UVA apres
stimulation par le PD153035 dans les cellules HaCaT-MC1R. Les % d’activation sont calculés
par rapport aux cellules HaCaT irradiées et non traitées par le PD153035.

En conclusion, I'inhibition de 'EGFR restaure la production d’ERO intracellulaire
induite par les UVA dans les cellules HaCaT qui surexpriment un récepteur MC1R
fonctionnel. Ces données suggerent donc que 'EGFR serait impliqué dans les propriétés

antioxydantes du récepteur MC1R sur le stress oxydatif induit par les UVA.

II1.1.3. Mesure du stress oxvdatif induit par les UVA dans les cellules
HaCaT traitées par le PD98059

ERK est la voie mitogénique majeure initiée par l'activation de I'EGFR (Blenis,
1993; Marshall, 1995) et est impliqué dans la régulation de la production d’ERO
intracellulaire induite par I'EGF (Oh et al, 2010). Par conséquent, nous avons ensuite

traité les cellules HaCaT avec un inhibiteur spécifique de ERK, le PD98059.

Les cellules HaCaT sauvages, HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et HaCaT-R151C clone
30 ont été traitées 1 heure avec 20 uM de PD98059 et ont été exposées a une irradiation
UVA de 9 J/cm2, Immédiatement apres 'irradiation, la production d’ERO intracellulaire a
été quantifiée en mesurant la fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H>DCF-DA

par cytométrie en flux. Les résultats sont présentés Figure 70.
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Figure 70 : Production d’ERO intracellulaire induite par les UVA dans les cellules HaCaT
traitées par le PD98059. Les cellules HaCaT wt (en noir), les cellules HaCaT-MC1R (clones 35
et 53, en vert et rouge respectivement) et les cellules HaCaT-R151C (clone 30, en bleu) sont
traitées pendant 1 heure avec 20 uM de PD98059 puis sont exposées a une dose d’'UVA de 9
J/cm2, En parallele, un contréle non irradié ainsi qu'un contréle non traité par le PD98059 sont
réalisés (controles négatifs). La production d’ERO intracellulaire est déterminée immédiatement
apres irradiation en mesurant la fluorescence du produit d’oxydation du carboxy-H,DCF-DA (10
UM, 1 heure) par cytométrie en flux. Grace au marquage IP (5 pg/ml), nous avons discriminé la
population morte de la population vivante. A partir des différentes moyennes de fluorescence
obtenues, la production d’ERO a été calculée par rapport aux cellules HaCaT non irradiées et non
traitées par le PD98059 qui sont normalisées a 1. Les données indiquées correspondent a la
moyenne * écart-type de trois expériences indépendantes (test t de Student par rapport aux
cellules HaCaT non traitées par le PD98059 - comparaison des moyennes - différence
significative a 99% si p<0,01**).

Le PD98059 ne modifie pas le stress oxydatif induit par les UVA dans les cellules

HaCaT sauvages et dans les cellules HaCaT-R151C (clone 30).

Dans le cas des cellules HaCaT surexprimant un récepteur MC1R fonctionnel
(clones 35 et 53), nous observons une augmentation de la production d’ERO
intracellulaire quand ces cellules sont traitées par un inhibiteur de ERK et irradiées par
9 J/cm? d'UVA. En effet, la production d’ERO intracellulaire augmente de 240% dans les
cellules HaCaT-MC1R clone 35 et de 151% dans les cellules HaCaT-MC1R clone 53
(Tableau 17).
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Dose UVA (J/cm?)

9% activation

HaCaT-MC1R 35 240 * 58%**

HaCaT-MC1R 53 151 + 15%**

Tableau 17: Activation de la production d’ERO intracellulaire induite par les UVA apres
stimulation par le PD98059 dans les cellules HaCaT-MC1R. Les % d’activation sont calculés
par rapport aux cellules HaCaT irradiées et non traitées par le PD98059.

L’inhibition de ERK restaure la production d’ERO intracellulaire induite par les
UVA dans les cellules HaCaT qui surexpriment un récepteur MC1R fonctionnel mais pas

dans les cellules HaCaT sauvages et dans le variant non fonctionnel Rys1C.

Ces résultats suggerent que la régulation du stress oxydatif induit par les UVA
dans les cellules HaCaT pourrait étre liée a des transactivations entre le récepteur MC1R

et la voie de signalisation EGFR/ERK (Stork and Schmitt, 2002).

II1.2. L’inhibition de I'EGFR et de ERK diminue la production
d’AMPc induite par I’a-MSH dans les cellules HaCaT-MC1R

De nombreux exemples de transactivations entre les RCPG et 'EGFR ont été
décrits et les mécanismes régulant ces interactions dépendent a la fois du RCPG et du
type cellulaire (Rozengurt, 2007). Par exemple, les RCPG peuvent transactiver I'EGFR via
des voies de signalisation intracellulaires impliquant la voie AMPc/PKA (Barbier et al.,

1999; Drube et al., 2006; Gerits et al., 2008).

Nous avons mesuré les niveaux d’AMPc intracellulaires dans les cellules HaCaT
sauvages, HaCaT-MC1R (clones 35 et 53) et HaCaT-R151C clone 30 stimulées par I'a-MSH
seule ou en présence d’'un inhibiteur de 'EGFR (PD153035) ou d’un inhibiteur de ERK
(PD98059) (Figure 71).
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Figure 71 : Mesure de la production d’AMPc intracellulaire induite par 'a-MSH dans les
cellules HaCaT traitées par le PD153035 et par le PD98059. Les cellules HaCaT wt (en noir),
les cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53, en vert et rouge respectivement) et les cellules
HaCaT-Ris51C clone 30 (en bleu) sont stimulées pendant 1 heure par 'a-MSH (1 pM) seule ou en
présence de PD153035 (0,5 puM) ou de PD98059 (20 uM) puis la concentration d’AMPc
intracellulaire est déterminée a l'aide d'un kit AMPc LANCE (PerkinElmer Life Science Inc.)
comme décrit dans la partie Matériels & Méthodes (paragraphe I1.1.4). Les données indiquées
correspondent a la moyenne * écart-type de trois expériences indépendantes (test t de Student
par rapport aux cellules HaCaT stimulées par I'a-MSH seule - comparaison des moyennes -
différence significative a 95% si p<0,05*).

Comme nous avions pu le mettre en évidence précédemment, I'a-MSH augmente
les niveaux d’AMPc intracellulaires dans les cellules HaCaT-MC1R (cf. partie 1 des
résultats paragraphe IV). En revanche, les cellules HaCaT sauvages et HaCaT-R151C ne
présentent pas d’induction de la production d’AMPc intracellulaire lorsqu’elles sont

stimulées par I'a-MSH.

Le traitement des cellules par le PD153035 (inhibiteur de I'EGFR) et par le
PD98059 (inhibiteur de ERK) réduit de maniére significative la production d’AMPc
intracellulaire induite par I'a-MSH dans les cellules HaCaT exprimant un récepteur
MC1R fonctionnel (Figure 71), suggérant donc qu’il existe un lien étroit entre le

récepteur MC1R et la voie de 'EGFR/ERK.

Afin de confirmer cette hypothése, nous avons réalisé la méme expérience en

présence de forskoline, un activateur de I'adénylate cyclase (Figure 72).
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Figure 72 : Mesure de la production d’AMPc intracellulaire induite par la forskoline dans
les cellules HaCaT traitées par le PD153035 et par le PD98059. Les cellules HaCaT wt (en
noir), les cellules HaCaT-MC1R (clones 35 et 53, en vert et rouge respectivement) et les cellules
HaCaT-Ris:1C clone 30 (en bleu) sont traitées pendant 1 heure par I'IBMX (1 mM) puis sont
stimulées par la forskoline (10 pM) seule ou en présence de PD153035 (0,5 pM) ou de PD98059
(20 pM). La concentration d’AMPc intracellulaire est déterminée a I'aide d’'un kit AMPc LANCE
(PerkinElmer Life Science Inc.) comme décrit dans la partie Matériels & Méthodes (paragraphe
[1.1.4). Les données indiquées correspondent a la moyenne + écart-type de trois expériences
indépendantes.

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons observer que l'inhibition de 'EGFR
ainsi que celle de ERK n’ont aucun effet sur la production d’AMPc intracellulaire induite

par la forskoline.
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DISCUSSION & PERSPECTIVES

I. DISCUSSION

I.1. MC1R & modele d’étude

Les kératinocytes HaCaT sont transfectés de maniere stable par le récepteur
MC1R. IlIs représentent un modele particulierement intéressant pour les études
structurales portant sur les RCPG et pour la caractérisation pharmacologique de ligands
potentiels au sein de cellules irradiées. Cependant, ce modele d’étude présente plusieurs

limites :

B Lesroles du récepteur MC1R sont étudiés dans des kératinocytes et non dans des
mélanocytes.

B Les cellules transfectées expriment un nombre de récepteurs supérieur a celui
observé dans les cellules exprimant de maniére endogene le MC1R (Garcin, 2007;
Garcin et al., 2007; Garcin et al., 2009).

B Les cellules HaCaT présentent des mutations du facteur de transcription p53
(Boukamp et al., 1988), une hyperméthylation du promoteur p16 (Chaturvedi et
al, 1999) et des altérations au niveau de l'activation de NF-xB (Chaturvedi et al.,
1999; Lewis et al, 2006; Qin et al., 1999). Enfin, les cellules HaCaT sont plus
sensibles a 'apoptose induite par le TNF-a (Chaturvedi et al, 2006) et par les UV
(Chaturvedi et al., 1999).

B A T'heure actuelle, il n’existe pas d’inhibiteur pharmacologique du récepteur

MC1R.
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I.2. MC1R & stress oxyvdatif

1. Ce travail de these a montré que la production d’ERO intracellulaire induite par
les UVA était inhibée dans les cellules HaCaT-MC1R et que cette inhibition était

renforcée en présence d’a-MSH.

Nous avons utilisé des concentrations d’a-MSH de 10-¢ M, proches de celles qui
sont utilisées dans de nombreuses études portant sur les kératinocytes (Haycock et al,
2000; Kokot et al., 2009). D’autres travaux réalisés sur les cellules HaCaT utilisent I'a-
MSH a des concentrations de 'ordre de 106 a 10-8 M (Elliott et al,, 2004; Garcin et al.,
2009; Moustafa et al.,, 2002).

La caractérisation pharmacologique de nos lignées a montré que la saturation des
sites de liaison n’était pas totale pour une concentration en NDP-MSH de 10° M et
qu’elle atteignait 100% pour une concentration de 10-¢ M. Les études, utilisant I'a-MSH a
10-2 M, portent en général sur les mélanocytes (Abdel-Malek et al., 2006; Abdel-Malek et
al., 2009; Kadekaro et al., 2005; Song et al., 2009). Les travaux de Song et al utilisent I'a-
MSH sur des cultures primaires de mélanocytes et pour des incubations beaucoup plus

longues (4 jours) comparées a notre méthode d’étude (Song et al., 2009).

La production d’AMPc intracellulaire dans nos lignées HaCaT est similaire pour
des concentrations de 109 et 10-¢ M d’a-MSH bien que la saturation des sites de liaison
soit différente. Ces résultats peuvent s’expliquer par un phénomene d’amplification de la
réponse biologique associée au MC1R. Cependant, les mécanismes moléculaires a

'origine de ce phénomeéne ne sont pas connus.

2. L’originalité et I'intérét de ce travail réside sur le fait que la phosphorylation de
NoxAl par la PKA est augmentée dans les cellules HaCaT-MCIR et que cette

phosphorylation est a I'origine de 'action antioxydante du récepteur MC1R.
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Cependant, la phosphorylation de NoxA1 dans les cellules HaCaT-R151C n’est pas
négligeable. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus lors de 'étude du stress
oxydatif induit par les UVA en présence d’a-MSH. Le couplage fonctionnel du Ri51C avec
les protéines Gas est tres réduit et se traduit par une forte inhibition de la synthese
d’AMPc (Garcia-Borron et al., 2005; Herraiz et al., 2009; Newton et al., 2007; Ringholm et
al., 2004; Sanchez-Laorden et al, 2007). Pourtant, dans notre modele, Le taux d’AMPc

intracellulaire induit par I'’a-MSH n’est pas nul.

L’'incubation de kératinocytes HaCaT en présence d’a-MSH, d’ACTH ou de KPV
entraine une augmentation rapide et significative du Ca2+ intracellulaire lorsque la voie
AMPc est inhibée (Elliott et al, 2004). Il existerait des liens entres les voies de

signalisation AMPc/PKA et IP3/Ca?* (Hsiao et al.,, 2007; Zanassi et al., 2001).

Les phosphodiestérases (PDE) sont des régulateurs de la concentration locale en
AMPc dans la cellule (Beavo, 1995; Conti, 2000) qui influencent les états d’activité de la
PKA et de '’AMPc (Conti, 2000). L’AMPc produit est dégradé par l'action de ces PDE
(Conti and Jin, 1999; Houslay and Milligan, 1997; Manganiello and Degerman, 1999;
Soderling and Beavo, 2000). En présence de faibles taux d’AMPc dans la cellule, ces PDE
peuvent étre régulées de maniere négative par les AKAPs, la PKA et le gradient d’AMPc
intracellulaire (Dodge et al, 2001). Les AKAPs (pour A-Kinase Anchoring Protein) sont
des molécules chaperonnes qui placent la PKA proche de ses effecteurs et de ses
substrats (Colledge and Scott, 1999; Dessauer, 2009; Pidoux and Tasken, 2010). Par
ailleurs, les AKAPs peuvent faciliter les transactivations entre la PKA et la voie
EGFR/ERK (Barbier et al., 1999; Bornfeldt and Krebs, 1999; Drube et al,, 2006; Gerits et
al., 2008).

3.  Nos résultats indiquent que l'inhibition du stress oxydatif induit par les UVA peut
étre liée a des transactivations entre le MC1R et la voie EGFR/ERK (Stork and Schmitt,
2002). Les travaux d’Oh et al. ont montré que ERK phosphorylait NoxA1l en présence
d’EGF, entrainant une inhibition de l'activité Nox1 (Oh et al, 2010). L’activation de
I'EGFR peut réguler l'internalisation des RCPG via leur phosphorylation par les GRKs.
Dans le cas du récepteur MC1R, il s’agit des GRK2 et GRK6 (Luttrell and Lefkowitz, 2002;
Pitcher et al., 1998).
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1.3. MC1R et photoprotection

Les individus qui possedent des mutations non fonctionnelles du MC1R
(phénotype RHC) montrent une forte sensibilité au soleil (Box et al, 2001; Valverde et
al., 1995) et un risque accru de développer un mélanome (Kennedy et al, 2001; Palmer
et al., 2000) ou un carcinome (Bastiaens et al, 2001; Box et al, 2001). Des travaux
récents ont montré que ces variants étaient associés a une augmentation du
photovieillissement cutané (Elfakir et al, 2009). La sensibilit¢ des individus de
phénotype RHC pourrait s’expliquer par une réduction de I'effet photoprotecteur de la
meélanine et par une inhibition des mécanismes de protection non pigmentaires médiés

par le récepteur MC1R (Robinson et al., 2010).

I1. PERSPECTIVES

Les résultats obtenus au cours de cette these sont intéressants pour le
développement de nouvelles stratégies en photoprotection. Ils pourront certainement
apporter quelques réponses dans la lutte contre le photovieillissement, les cancers
cutanés et I'inflammation photo-induite. Pour la suite de ce projet, nous nous proposons

de suivre plusieurs axes de recherche :

1. Etude sur d’autres lignées cellulaires: Nous étudierons le stress oxydatif
induit par les UVA dans des cellules qui expriment de facon endogene le récepteur MC1R
comme les mélanocytes et les mélanomes. Néanmoins, le polymorphisme du MC1R
pourra étre un frein a cette étude. Afin de bloquer I'expression du récepteur MC1R dans

ces cellules, nous pourrons utiliser des siRNA (pour small interfering RNA).
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2. Approfondir les mécanismes de la transactivation : Il s’agira d’étudier I'effet

de 'EGF sur des changements éventuels dans les mécanismes d’internalisation et dans

les états de phosphorylation du récepteur MC1R.

3. Approfondir le mécanisme d’action du KPV: Nous étudierons trois

mécanismes possibles : la voie du Ca2* intracellulaire, la liaison du KPV sur le récepteur
a I'IL-1PB (Getting et al., 2003b) et I'existence potentielle d’'un autre site de liaison sur le

récepteur MC1R.

4. Etude structurale du récepteur MCIR: Ce projet pourra nous permettre de
mieux appréhender la liaison des ligands, l'activation et les mécanismes
d’internalisation du récepteur. Ce travail pourra étre réalisé en collaboration avec

certaines équipes de I'Institut.
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MATERIELS & METHODES

L’a-MSH, la NDP-MSH et le KPV (Lys-Pro-Val-NHz) que nous avons utilisé au
cours de ce projet de these ont été synthétisés au sein de I'Institut des Biomolécules Max

Mousseron (IBMM, UMR CNRS 5247) de Montpellier.

I. CULTURE CELLULAIRE

I.1. Cellules HaCaT

La lignée HaCaT a été établie par I'équipe du Professeur N.E. Fusenig (Institut de
Biochimie, Centre de Recherche sur le Cancer, Heidelberg, Allemagne) a partir de
kératinocytes humains spontanément immortalisés. Les cellules sont maintenues dans
un milieu de culture DMEM (Lonza) supplémenté par 10% de sérum de veau foetal
décomplémenté (Invitrogen), 2 mM de glutamine (Lonza), 25 U/ml de pénicilline et 25
pug/ml de streptomycine (Lonza). Les cellules HaCaT sont ensuite conservées a 37°C

dans une atmosphere humide contenant 5% de CO..

La culture est entretenue deux fois par semaine de la maniére suivante: les
cellules sont lavées par une solution de PBS (Lonza) puis sont décollées a 'aide d'une
solution de trypsine-EDTA (Lonza) pendant 20 minutes dans l'incubateur. La solution de
trypsine est ensuite inhibée par un volume équivalent de milieu de culture DMEM. Les

cellules sont ensuite repiquées dans de nouvelles flasques de culture au 1/10¢™e environ.

I.2. Cellules HaCaT-MC1R

Les cellules HaCaT-MC1R sont des cellules HaCaT exprimant de maniere stable le

récepteur MC1R.
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Le protocole de transfection de ces cellules a fait I'objet de la these de Doctorat de
Genevieve Garcin (Garcin, 2007; Garcin et al, 2007; Garcin et al.,, 2009) et est le suivant :
les cellules HaCaT sont ensemencées en boites de Pétri a raison de 2,5.10° cellules par
boite dans un milieu de culture DMEM sans rouge de phénol (Lonza) et sans

antibiotiques.

Le lendemain, les cellules sont transfectées avec le plasmide contenant le géne
humain codant pour le MC1R de type sauvage (pcDNA3/hMC1R) de la maniére
suivante : 15 pg de plasmide sont dilués dans 1500 pl d’Opti-MEM® (Invitrogen). En
parallele, 15 pl de Lipofectamine 2000™ (Invitrogen) sont diluées dans 1500 pl d’Opti-
MEM® et incubées 5 minutes a température ambiante. Les deux solutions contenant
I’ADN et la Lipofectamine 2000™ sont ensuite mélangées et incubées 20 minutes a
température ambiante. Le mélange est ensuite ajouté aux cellules pour une durée de 5
heures avant d’étre changé et remplacé par du milieu de culture DMEM sans rouge de

phénol et sans antibiotiques.

Le lendemain de la transfection, les cellules sont décollées et diluées au 1/3.
Apres encore 24 heures, les cellules sont incubées en présence de milieu de culture
DMEM supplémenté avec de la généticine (G418) a une concentration finale de 1 mg/ml.
Le milieu contenant I'agent de sélection G418 est renouvelé tous les deux jours jusqu’a
'obtention de clones isolés composés de cellules ayant intégrées le gene codant pour le

récepteur MC1R. L’obtention de clones isolés prend environ deux a trois semaines.

Les cellules sont cultivées dans le méme milieu de culture DMEM et selon le

méme protocole que pour les cellules HaCaT sauvages (cf. paragraphe 1.1.).

I.3. Cellules HaCaT-R;51C

Une lignée de cellules HaCaT exprimant de maniere stable le variant non
fonctionnel Ri51C a été construite selon le méme protocole que pour la lignée HaCaT-
MC1R (Garcin, 2007; Garcin et al, 2009). Le plasmide contenant le gene codant pour le
récepteur Ris51C nous a été fourni par le Docteur R. Sturm (Université de Queensland,

Brisbane, Australie).
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II. ETUDES PHARMACOLOGIQUES

II.1. Etude des propriétés de liaison

Deux types de tests de liaison sont couramment utilisés en pharmacologie afin de
caractériser l'interaction entre un ligand et son récepteur: le test de liaison par
compétition et le test de liaison par saturation. Ces deux tests impliquent l'utilisation
d’un ligand radiomarqué. Dans toutes les études réalisées sur le récepteur MCIR, le

ligand radiomarqué largement utilisé est un analogue de I'a-MSH, la [125]]-NDP-MSH.

I1.1.1. Marquage de la NDP-MSH a l'iode 125

La [125]]-NDP-MSH est préparée a partir de la NDP-MSH selon la méthode a la
chloramine T (Chen et al, 1994; Hunter and Greenwood, 1962; Hussain et al., 1993).
L’'iode 125 est incorporé sur la tyrosine en position 2 de la NDP-MSH. 250 pCi (2,5 pl) de
125], Na sont ajoutés a 5 pg de NDP-MSH diluée dans 2,5 pl d’'un tampon phosphate de
sodium (0,5 M, pH 7.4). 2,5 ul de chloramine T (Sigma) a 0,5 mg/ml sont ajoutées au
mélange réactionnel. La réaction est ensuite arrétée apres 30 secondes par ajout de 100

ul d’'une solution de métabisulfite de sodium a 2 mg/ml.

La [125]]-NDP-MSH est purifiée par chromatographie liquide a haute performance
(CLHP) en phase inverse sur une colonne de type C18 (gradient de 0 a 100%
d’acétonitrile contenant 0,1% de TFA en 20 minutes, débit de 1 ml/min). La fraction de
500 pl contenant le radioligand est aliquotée et conservée a -20°C apres ajout de 250 pl

de tampon de stockage (Hepes 50 mM, BSA 4%).
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I1.1.2. Test de liaison par compétition

[1.1.2.1. Principe de la technigue

Cette technique permet de définir la constante d’affinité (Ki) d’'un ligand non
radiomarqué pour son récepteur. Les cellules exprimant les sites récepteurs ou des
préparations enrichies en ces sites sont mises en présence d'une solution contenant le
ligand non marqué et le radioligand. Il s’établit alors une compétition entre le ligand non

marqué et le radioligand pour I'occupation des sites récepteurs.

Lors de ces tests, la concentration en radioligand est fixe et la concentration en
ligand froid variable. Ainsi, plus la concentration en ligand froid est importante, moins il

y aura de ligand radiomarqué fixé aux sites récepteurs.

La courbe de déplacement du radioligand est obtenue en reportant sur un
graphique la liaison spécifique du radioligand en fonction du logarithme de la

concentration en ligand froid (Figure 73).
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Figure 73 : Test de liaison par compétition. Courbe de déplacement du radioligand.

L’'ICso est la concentration en ligand froid qui permet de déplacer 50% de la
quantité de radioligand fixée aux récepteurs. L’affinité Ki du ligand pour son récepteur

est calculée a partir de la relation de Chang et Prusoff :

Ki = ICso x [Kd / (Kd + H)]
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Le Kd représente I'affinité du radioligand pour le site récepteur et H représente la

concentration en radioligand utilisée.

11.1.2.2. Protocole

Les cellules sont ensemencées en boites 24 puits, a raison de 105 cellules par puit.
Le lendemain, les cellules sont lavées une fois par une solution de PBS contenant 0,5%
de BSA (Euromedex). Elles sont ensuite incubées dans un milieu DMEM additionné de
0,5% de BSA et de 0,3 mM de 1,10-phénanthroline (Sigma) qui est un inhibiteur de
métalloprotéases. Selon les conditions testées, les cellules sont traitées par 100.000 cpm
de [125]]-NDP-MSH en présence ou non de concentrations croissantes de ligand froid (a-
MSH ou KPV) comprises entre 10-11 et 10-¢ M (volume final de 500 ul) pendant 2 heures
a 37°C. Alissue de l'incubation, les cellules sont lavées deux fois par une solution de PBS
contenant 0,5% de BSA puis sont lysées par 200 ul de NaOH 0,1 M (Sigma) pendant 30

minutes a 37°C. La radioactivité est ensuite mesurée a I'aide d’'un compteur y.

Chaque essai est réalisé en triplicat. La liaison non spécifique est mesurée en
traitant les cellules par 10-¢ M de ligand froid seul. Cette radioactivité non spécifique est
ensuite soustraite a 'ensemble des échantillons. La liaison totale est mesurée en traitant
les cellules par 100.000 cpm de radioligand seul. La radioactivité mesurée est ensuite
moyennée puis normalisée a 100%. Pour chaque concentration de ligand froid testée, on

détermine le pourcentage de radioligand lié spécifiquement de la maniere suivante :

% radioligand lié de maniere spécifique = [100 x (échantillon - liaison non spécifique)] /

(liaison totale - liaison non spécifique)
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I1.1.3. Mesure de la production d’AMPc intracellulaire par radio-

immunologie

L’activation du récepteur MC1R par un agoniste entraine le couplage du
récepteur aux protéines Gs, I'activation de I'adénylate cyclase et la production d’AMPc

intracellulaire.

[1.1.3.1. Principe de la technigue

Le principe de base de cette technique de radio-immunologie est la compétition
entre un antigene non radioactif et un antigéne radioactif pour un nombre fixé de sites
de liaison sur I'anticorps. Quand 'antigéne non marqué présent dans les échantillons et
une quantité fixée d’antigéne marqué réagissent avec l'anticorps, on observe une
diminution de I'antigéne marqué alors que la quantité d’antigéne non marqué augmente.
En d’autres termes, plus la quantité de radioactiviteé est faible, plus la production d’AMPc

est importante dans les échantillons.

[1.1.3.2. Protocole

Les cellules sont cultivées en boites 6 puits a raison de 105 cellules/puit pendant

48 heures.

Les cellules sont lavées une fois par 500 pl d’'une solution de PBS contenant 2%
de BSA. Les cellules sont ensuite incubées 1 heure a 37°C dans un milieu MEM
(Invitrogen) contenant de I'IBMX (Sigma) a 10-3 M, en présence de concentrations d’a-
MSH de 10-11, 10° et 10-® M (volume final de 500 pl). L'IBMX est un inhibiteur de
phosphodiestérases, enzymes dégradant ' AMPc. Chaque essai est réalisé en triplicat. Un
témoin positif est inclut pour chaque test: il consiste a incuber les cellules en présence
de forskoline (Sigma). Ce composé va interagir directement avec l'adénylate cyclase

pour stimuler la production intracellulaire d’AMPc.

Page 186



Matériels & Méthodes

Un échantillon incubé seulement en présence de milieu de culture permettra de

déterminer le niveau basal d’AMPc présent dans les cellules.

A la fin de l'incubation, les cellules sont placées sur un lit de glace et lavées deux
fois par une solution de PBS contenant 2% de BSA préalablement refroidie (4°C). Les
cellules sont perméabilisées par une solution glacée d’éthanol 65%. Apres une heure

d’incubation dans la glace, le surnageant est récupéré.

Le protocole de mesure de 'AMPc intracellulaire employé correspond a la
procédure «acétylée» décrite dans le kit cAMP [12°]] «radioimmuneassay »
(PerkinElmer Life Sciences Inc.). Une gamme étalon d’AMPc de 0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2
et 4 pmol/ml est préparée a I'aide de la solution stock d’AMPc a 50.000 pmol/1 fournie.
Les standards sont acétylés par 10 pl d'un mélange 2/3 triéthylamine, 1/3 anhydride
acétique (réactif d’acétylation). Les échantillons sont d’abord dilués 5 fois puis 100 pl
d’échantillon est acétylé par 5 pl de réactif d’acétylation. 900 pl de tampon AMPc est
ajouté dans chaque tube. Les échantillons sont donc dilués au 1/50¢me, Les standards

sont, quant a eux, dilués avec le tampon AMPc acétylé.

100 pl de solution « traceur » (marqueur radioactif + sérum) est ajouté dans tous
les tubes. En paralléele, un blanc est préparé (tampon AMPc + solution « traceur ») ainsi
qu’un zéro (tampon AMPc + solution « traceur » + complexe antisérum). Les échantillons
ainsi que la gamme sont incubés pendant 16 a 18 heures a 4°C avec 100 pl de solution
« traceur ». A l'issue de l'incubation, les complexes sont précipités puis les tubes sont

centrifugés (15 minutes, 1.200 g, 4°C). Les culots sont analysés a I'aide d'un compteur y.

I1.1.4. Mesure de la production d’AMPc _intracellulaire par

immunofluorescence

[1.1.4.1. Principe de la technique

Le test AMPc LANCE (PerkinElmer Life Sciences Inc.) est un test immunologique
impliquant la technologie du FRET (pour Fluorescence Resonance Energy Transfer) en

temps résolu.
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Ce test est basé sur la compétition entre un complexe traceur AMPc lié a
I'europium et I'échantillon, pour les sites de liaison présents sur des anticorps

spécifiques marqués par la sonde Alexa Fluor 647.

Lorsque les anticorps sont liés au complexe traceur, un pulse a 340 nm excite les
molécules chélatées a l'europium du traceur. L’énergie émise est transférée a la
molécule d’Alexa sur les anticorps, qui émet alors a 665 nm (Figure 74). La fluorescence
mesurée a 665 nm diminue donc en présence d’AMPc et par conséquent, le signal
résultant est inversement proportionnel a la concentration d’AMPc présente dans

I’échantillon.
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Figure 74 : Principe du test AMPc LANCE

[1.1.4.2. Préparation des échantillons

Les cellules sont cultivées en flasque de 175 cm? 48 heures avant I'expérience. Au
bout de 48 heures, les cellules HaCaT sont décollées par une solution de trypsine-EDTA
pendant 20 minutes a 37°C dans l'incubateur. La trypsine est ensuite inhibée par un
volume équivalent de milieu de culture DMEM. Puis, les cellules sont centrifugées (5
minutes, 1.200 g) puis lavées une fois par une solution d’HBSS (pour Hank’s Buffered

Salt Solution).

Les cellules sont ensuite resuspendues dans le tampon de stimulation a une

concentration de 1,67.10> cellules/ml.
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On ajoute ensuite I'anticorps anti-AMPc marqué a I'Alexa Fluor 647, dilué au

1/100¢me, aux différentes suspensions cellulaires et les différentes dilutions de

composés a tester sont préparées (Tableau 18).

Milieu de stimulation Controle négatif - -
oa-MSH Agoniste du MC1R 2.10¢ 10-6
PD98059 Inhibiteur de ERK 4.10-5 2.105
PD153035 Inhibiteur de I'EGFR 1.106 5.107
Forskoline Controle positif 2.105 10

Tableau 18 : Dilutions des composés a tester pour le dosage de ’AMPc.

11.1.4.3. Dosage de la production d’AMPc

Dans une plaque de 96 puits (PerkinElmer Life Sciences Inc.), on ajoute 6 pl des
différents échantillons a tester: standards AMPc, composés, milieu d’'incubation et
forskoline. Ensuite, on ajoute 6 ul de suspension cellulaire contenant I'anticorps anti-
AMPc couplé a I’Alexa Fluor 647 et on incube la plaque 1 heure a température ambiante.
A lissue de lincubation, on ajoute 12 pl de mélange de détection contenant la
streptavidine couplée a I'europium et la biotine-AMPc et on incube la plaque 1 heure a
température ambiante. Les signaux de FRET en temps résolu sont mesurés par un

lecteur TRF (VICTOR, PerkinElmer Life Sciences Inc.).
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III. ETUDE DE L’EXPRESSION DU MC1R PAR PCR QUANTITATIVE

EN TEMPS REEL

II1.1. Extraction de ’ARNm par le TRIZol®

Les cellules sont cultivées en boites 6 puits a raison de 2.105 cellules par puit et

traitées selon I'étude a réaliser.

L’extraction des ARN totaux est réalisée selon le protocole décrit par Invitrogen
pour le réactif TRIzol®. Les cellules sont lysées par ajout de TRIzol®, scrappées,
homogénéisées et aliquotées en tube Eppendorf. Les échantillons sont mis a incuber 5
minutes a température ambiante afin de permettre une complete dissociation des
complexes nucléoprotéiques. L'ajout de chloroforme suivi d'une étape de centrifugation
(15 minutes, 12.000 g, 4°C) permet la séparation de la solution en une phase aqueuse
contenant ’ARN et en une phase organique contenant 'ADN. L’ARN est précipité par
ajout d’alcool isopropylique. Apres un temps d’incubation de 10 minutes a température
ambiante, les échantillons sont centrifugés (10 minutes, 12.000 g, 4°C). Le culot est lavé
par de I'éthanol 75%. Apres une nouvelle étape de centrifugation (5 minutes, 7.500 g,
4°C), le culot d’ARN est séché, dissous dans de I'eau DEPC (Invitrogen) et incubé 10

minutes a 55°C.

La quantité d’ARN présente dans chaque échantillon est évaluée apres mesure de
la densité optique (DO) a 260 nm d’une fraction de I’échantillon, sachant qu’une unité de

DO équivaut a 40 pg/ml d’ARN. Les ARN sont conservés a -80°C.

II1.2. Transcription inverse

L’étape de transcription inverse va permettre, a partir de I'’ARN isolé, la synthese

d’ADN complémentaire (ADNc).
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Cette synthese nécessite I'utilisation d'une ADN polymérase ARN dépendante (M-
MLV, Invitrogen), d'une amorce anti-sens et d'un mélange des quatre
déoxyribonucléotides triphosphates : dATP, dGTP, dCTP, dTTP (dNTP, Invitrogen). Dans
notre cas, nous utilisons une amorce poly-T qui va se fixer spécifiquement a la queue
poly-A des ARNm et permettre ainsi la synthése des ADNc de tous les ARNm présents

dans I’échantillon.

En pratique, 2 pug d’ARN sont mélangés avec 1 pl d’oligo-dT (Invitrogen) et 1 ul de
dNTP puis sont incubés 5 minutes a 65°C. Ensuite, 4 pl de tampon 5X (Tris-HCl 250 mM,
pH 8.3, KCI 375 mM, MgCl; 15 mM), 2 ul de DTT (Euromedex) et 1 ul de polymérase sont
ajoutés. Le milieu réactionnel est ajusté a 20 ul avec de '’eau DEPC et mis a incuber a
37°C pendant 50 minutes puis a 70°C pendant 5 minutes. Les échantillons sont

conservés a -80°C.

II1.3. PCR guantitative en temps réel

I11.3.1. Principe de la gPCR

La PCR quantitative en temps réel ou qPCR est basée sur la détection et la
quantification d'un signal fluorescent proportionnel a la quantité d’ADN synthétisé au
cours de la réaction de PCR. La détection en temps réel est réalisée grace au couplage
d’'un thermocycler et d’'un fluorimétre. Le marqueur fluorescent utilisé au cours des

différentes études réalisées est le SYBR Green I (Figure 75).

Figure 75 : Structure du SYBR Green I
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Ce fluorophore se fixe dans le petit sillon de la double hélice d’ADN de maniére
réguliere (environ 1 molécule toutes les 10 paires de bases) entrainant I'’émission d’une
fluorescence a 530 nm alors que la fluorescence du colorant en solution, non fixé a
I’ADN, est négligeable. Ainsi, le signal fluorescent émis au cours de la réaction de PCR est

proportionnel a la quantité d’ADN synthétisé et a la longueur des fragments amplifiés.

L’'inconvénient majeur de ce type de marqueur est son absence de spécificité
étant donné qu'il se fixe sur n'importe quelle séquence d’ADN présente dans le milieu
réactionnel. La spécificité du signal amplifié est controlée en analysant les courbes de
fusion obtenues en fin de PCR et qui donnent les températures de fusion (Tm) des

produits amplifiés.

Pour chaque échantillon analysé, un contréle interne est utilisé. Il permet de

normaliser les résultats. Nous avons utilisé la B-actine lors de nos travaux.

I11.3.2. Etude de I'’expression du MC1R

L’ADNc de nos échantillons est dilué cinq fois avant d’étre utilisé en qPCR. Le
protocole employé est celui décrit par Roche pour le marqueur SYBR Green I

(LightCycler® Fast Start DNA MasterPLUS SYBR Green I, Roche).

Les différentes amorces employées au cours de nos travaux sont décrites dans le

Tableau 19.

Amorce sens Amorce anti-sens

MC1R TGTCGTCTTCAGCACGCTCTT CGTACAGCACGGCCATGA

B-actine CTGAGCTCGCCAGTGAATG TTTAGGGGCCATCAGCTTCAAA

Tableau 19: Amorces utilisées pour I'étude du MC1R par qPCR. Sont également mentionnées
les amorces utilisées pour le contrdle $-actine.
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Les conditions de PCR sont les suivantes :
1 Phase de dénaturation initiale : 95°C pendant 10 minutes ;

B Phase d’amplification: 40 cycles au total, chacun constitué des phases
suivantes : dénaturation (95°C pendant 10 secondes), hybridation (58°C pendant

10 secondes) et élongation (72°C pendant 10 secondes) ;

B Courbe de fusion : de 50°C a 95°C avec une rampe de 0,1°C par seconde.

IV. METHODOLOGIE GENERALE D'IRRADIATION DES CELLULES

Les cellules, cultivées en flasques de 75 cm?, sont lavées une fois par du PBS
stérile puis sont décollées par une solution de trypsine-EDTA pendant 20 minutes a
37°C dans l'incubateur. Une fois les cellules décollées, la trypsine est inhibée par un
volume équivalent de milieu de culture DMEM. Puis, les cellules sont centrifugées (5
minutes, 1.200 g) puis lavées une fois par une solution de PBS contenant 1% de sérum
de veau foetal décomplémenté. A l'issue de la derniére centrifugation, les cellules sont
resuspendues dans la solution de PBS contenant 1% de sérum de veau foetal
décomplémenté (milieu d’irradiation). Pour les expériences d’irradiation, on utilise des
boites de Pétri de 10 mm?, sans les couvercles, dans lesquelles on introduit 1 ml de

cellules afin de former une fine couche de cellules en suspension.

Nous disposons au sein du laboratoire d'une lampe médicale Waldmann 800k qui
délivre soit des UVA (spectre d’émission compris entre 320 nm et 400 nm) soit des UVB
(spectre d’émission compris entre 280 nm et 320 nm). L’appareil est équipé de lampes

Philips 40W pour les UVA et de lampes Philips de type TL 20W/12RS pour les UVB.

L’irradiance des lampes, exprimée en mW /cm?, est mesurée avec un UV-métre de
type Waldmann. La dose d’UV, exprimée en mj/cm? recue par les cellules est

proportionnelle a I'irradiance des lampes et au temps d’exposition des cellules :

Dose UV (m]/cm?) = Irradiance (mW/cm?) x Temps d’exposition (s)
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L’irradiance de la lampe a été mesurée tres régulierement et est restée stable a 4

mW /cm? pour les UVA (Tableau 20) et a 0,43 mW/cm? pour les UVB (Tableau 21) tout

au long des différentes expériences réalisées.

Dose UVA (J/cm?) Temps d’exposition (minutes)
0,6 2’30
1,5 6’15
3 12’30
6 25
9 37’30

Tableau 20: Temps d’exposition des cellules HaCaT aux UVA dans les différentes
expériences.

Dose UVB (m]/cm?) Temps d’exposition (minutes)
30 1'22
60 2’44
90 406
150 511
300 10°22

Tableau 21: Temps d’exposition des cellules HaCaT aux UVB dans les différentes
expériences.

Apres l'irradiation, les cellules sont remises a l'incubateur avec le traitement

approprié a I'expérience ou utilisées immédiatement selon I’étude réalisée.
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V. MESURE DU STRESS NITRIQUE

Le DAF-FM diacétate est un réactif permettant de quantifier de faibles
concentrations d’oxyde nitrique. Développée en 1998 par Kojima et al. (Kojima et al.,
1998a; Kojima et al, 1998b), cette sonde est essentiellement non fluorescente sous
forme libre mais lorsqu’elle réagit avec I'oxyde nitrique, elle forme un benzotriazole
fluorescent (Figure 76). Le DAF-FM diacétate est un composé perméant qui diffuse a
travers les membranes biologiques. Une fois dans les cellules, il est déacétylé par des

estérases intracellulaires et devient le DAF-FM.
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Figure 76: Schéma réactionnel de la détection de I'oxyde nitrique par le DAF-FM diacétate.
[llustration extraite de http://www.invitrogen.fr

V.1. Induction par les UVA

Les cellules sont irradiées par 0.6, 1.5, 3, 6 et 9 J/cm? d’'UVA (cf. paragraphe IV).
En parallele, un témoin non irradié est conservé dans l'incubateur. A lissue de
I'irradiation, les cellules sont incubées a 37°C dans une atmosphére contenant 5% de
CO2 pendant 1 heure. A I'issue de I'incubation, les cellules sont marquées par 1 uM de
DAF-FM diacétate (Invitrogen) pendant 1 heure a 37°C et a I'obscurité. Les cellules sont
ensuite centrifugées puis incubées 15 minutes supplémentaires a 37°C et a 'obscurité
afin de permettre la compléete dé-estérification des groupements diacétates
intracellulaires. Les cellules sont ensuite aliquotées dans des tubes de cytométrie puis

sont centrifugées (5 minutes, 1.000 g, 20°C).
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Afin de mesurer la viabilité cellulaire, les cellules sont resuspendues dans 5
pg/ml d’iodure de propidium (Sigma) dans le PBS et sont incubées 15 minutes a
température ambiante. La morphologie et la fluorescence des cellules sont ensuite
mesurées par cytométrie en flux (FACScan, Beckton Dickinson, France). Les données

sont ensuite traitées par le logiciel DakoCytomation (Summit, Fort Collins, CO).

V.2. Mesure en présence d’a-MSH

Les cellules sont traitées par 1 uM d’a-MSH (Figure 17), un agoniste du récepteur
MC1R, pendant 1 heure avant d’étre irradiées par les différentes doses d’'UVA (cf.

paragraphe V.1).

VI. MESURE DU STRESS OXYDATIF

VI.1. Mesure des ERO intracellulaires

Le carboxy-H>DCF-DA (Figure 77) est un dérivé perméant de la fluorescéine
spécifique des ERO intracellulaires. Le carboxy-H2DCF-DA n’est pas fluorescent sous
forme acétylée. Mais, lorsque les groupements acétates sont clivés par les estérases
intracellulaires et que l'oxydation a eu lieu dans la cellule (Brandt and Keston, 1965;
Cathcart et al.,, 1983; Jakubowski and Bartosz, 2000; Keston and Brandt, 1965), la sonde

émet une fluorescence qui est directement relié au stress oxydatif produit par la cellule.
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Figure 77: Structure du carboxy-H;DCF-DA.
[llustration extraite de http://www.invitrogen.com

VI.1.1. Protocole général

Les cellules sont irradiées par 30, 60, 90, 150 et 300 m]/cm?® d’'UVB ou par 0.6,
1.5, 3, 6 et 9 J]/cm? d’'UVA (cf. paragraphe IV). En parallele, un témoin non irradié est
conservé dans lI'incubateur. Inmédiatement apres irradiation, les cellules sont marquées
par 10 uM de carboxy-H2DCF-DA (Invitrogen) pendant 1 heure a 37°C et a I'obscurité.
Les cellules sont ensuite aliquotées dans des tubes de cytométrie puis sont centrifugées
(5 minutes, 1.000 g, 20°C). Afin de mesurer la viabilité cellulaire, les cellules sont
resuspendues dans 5 pg/ml d’iodure de propidium dans le PBS et sont incubées 15
minutes a température ambiante. La morphologie et la fluorescence des cellules sont
ensuite mesurées par cytométrie en flux (FACScan, Beckton Dickinson, France). Les

données sont ensuite traitées par le logiciel DakoCytomation (Summit, Fort Collins, CO).

VI.1.2. Mesure en présence d’a-MSH

Les cellules sont traitées par 1 pM d’a-MSH (Figure 17) pendant 1 heure avant
d’étre irradiées par 0.6, 1.5, 3, 6 et 9 ] /cm?Z d’'UVA.
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VI.1.3. Mesure en présence de KPV

Les cellules sont traitées par 1 uM de KPV (Figure 17) pendant 1 heure avant
d’étre irradiées par 9 J/cm? d’'UVA.

VI.1.4. Mesure en présence d’acide caféique

Les cellules sont traitées par 50 et 80 pg/ml d’acide caféique (Sigma) (Figure 50)

pendant 24 heures avant d’étre irradiées par 9 ] /cm? d'UVA.

VI.1.5. Mesure en présence de bétuline

Les cellules sont traitées par 1,6 pg/ml de bétuline (Sigma) (Figure 52) pendant

24 heures avant d’étre irradiées par 9 J/cm? d’'UVA.

VI.1.6. Mesure en présence de Médiacalm

Les cellules sont traitées par 0,1% et 0,5% de Médiacalm (Silab) pendant 24

heures avant d’étre irradiées par 9 J/cm? d’'UVA.

VI.1.7. Mesure en présence d’apocynine

Les cellules sont traitées par 10 pM d’apocynine (Calbiochem), un inhibiteur du
systeme NADPH oxydase, pendant 1 heure avant d’étre irradiées par 3, 6 et 9 J/cm?

d’'UVA.
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VI.1.8. Mesure en présence d’H-89

Les cellules sont traitées par 5 pM d’H-89 (Calbiochem), un inhibiteur de la PKA
(Figure 58), pendant 1 heure avant d’étre irradiées par 9 ] /cm* d'UVA.

VI.1.9. Mesure en présence de forskoline

Les cellules sont traitées pendant 1 heure avec 1 mM d'IBMX, un inhibiteur de
phosphodiestérases, puis avec 10 puM de forskoline (Figure 62), un activateur

d’adénylate cyclase, pendant 1 heure avant d’étre irradiées par 9 ] /cm? d’UVA.

VI.1.10. Mesure en présence de PD153035

Les cellules sont traitées pendant 1 heure avec 0,5 uM de PD153035
(Calbiochem), un inhibiteur de 'EGFR, pendant 1 heure avant d’étre irradiées par 9

J]/cm? d’UVA.

VI.1.11. Mesure en présence de PD98059

Les cellules sont traitées pendant 1 heure avec 20 uM de PD98059 (Calbiochem),

un inhibiteur de ERK, pendant 1 heure avant d’étre irradiées par 9 ] /cm? d’UVA.
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VI.2. Mesure des ERO mitochondriales

Nous avons mesuré la production d’especes réactives de 1'oxygene
mitochondriale, '02*- a I'aide d’'une sonde spécifique, le MitoSox™ (Mukhopadhyay et al.,
2007a; Mukhopadhyay et al, 2007b). Le MitoSox™ permet la détection sélective de O2*-
dans la mitochondrie des cellules vivantes. La charge positive du groupement
phosphonium du MitoSox™ cible de facon sélective la mitochondrie, ou ce fluorochrome
s’accumule en fonction du potentiel membranaire mitochondrial et émet alors une

fluorescence rouge apres oxydation par Oz*- (Robinson et al., 2006).

VI.2.1. Induction par les UVA

Les cellules sont irradiées par 3, 6 et 9 J/cm? d’UVA (cf. paragraphe 1V). En
parallele, un témoin non irradié est conservé dans 'incubateur. Immédiatement apres
irradiation, les cellules sont marquées par 5 pM de MitoSox™ (Invitrogen) pendant 10
minutes a 37°C et a 'obscurité. Les cellules sont ensuite aliquotées dans des tubes de
cytométrie puis sont centrifugées (5 minutes, 1.000 g, 20°C). La morphologie et la
fluorescence des cellules sont ensuite mesurées par cytométrie en flux (FACScan,
Beckton Dickinson, France). Les données sont ensuite traitées par le logiciel

DakoCytomation (Summit, Fort Collins, CO).

VI.2.2. Induction par 'antimycine A

L’antimycine A est un inhibiteur du complexe III de la chalne mitochondriale de

transport d’électrons connu pour induire la production d'Oz*-.

Les cellules sont traitées par 50 uM d’antimycine A (Sigma) pendant 1 heure. A
'issue de l'incubation, les cellules sont marquées par 5 pM de MitoSox™ pendant 10
minutes a 37°C et a 'obscurité. Les cellules sont ensuite aliquotées dans des tubes de

cytométrie puis sont centrifugées (5 minutes, 1.000 g, 20°C).
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La morphologie et la fluorescence des cellules sont ensuite mesurées par
cytométrie en flux (FACScan, Beckton Dickinson, France). Les données sont ensuite

traitées par le logiciel DakoCytomation (Summit, Fort Collins, CO).

VII. MESURE DE LA VIABILITE CELLULAIRE

VIIL.1. Principe de la technique

Le test de cytotoxicité MTT est une méthode rapide de numérisation des cellules
vivantes (Mosmann, 1983). Le réactif utilisé est le sel de tétrazolium MTT (bromure de
3-(4,5-diméthylthiazolyl-2)-2,5-diphényltétrazolium). Le MTT (Sigma) est un colorant
jaune qui est oxydé par la succinate deshydrogénase mitochondriale des cellules
vivantes en cristaux de formazan de couleur bleue (Slater et al, 1963). L’intensité de
cette coloration est proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes lors du

test mais aussi a leur activité métabolique.

VIIL.2. Protocole

Les cellules HaCaT sont cultivées en plaques 96 puits a une densité de 10.000
cellules/puit dans 100 pl de milieu de culture DMEM supplémenté par 10% de sérum de
veau feetal décomplémenté et incubées a 37°C dans une atmosphere contenant 5% de
CO2. Lorsque les cellules atteignent 80% de confluence (au bout de 24 heures environ),
le milieu DMEM est retiré. Les cellules sont ensuite traitées par différentes
concentrations de composés dans un milieu DMEM dépourvu de sérum en six essais
pendant 24 heures. Au bout de 24 heures, la solution de MTT (10 ul, 5 mg/ml) est
ajoutée dans chaque puit. Deux heures apres, le milieu est aspiré et les cristaux violets
de formazan sont dissous dans 100 pl de tampon de lyse (50% DMF, 20% SDS, 30%
H:0).

Page 201



Matériels & Méthodes

L’absorbance est détectée a 570 nm et a 660 nm a I'aide d'un spectrophotometre
a lecteur de plaques (VICTOR, PerkinElmer Life Sciences Inc.). Le pourcentage de viabilité

cellulaire est calculé de la fagon suivante :

(DO570nm-DO0660nm cellules traitées) - moyenne (DO570nm- D0660nm milieu seul)
(DO570nm-DO660nm cellules non traitées) - moyenne (DO570nm - DO660nm milieu seul)

VIII. DOSAGE DES PROTEINES PAR LA METHODE DE BRADFORD

VIIL.1. Principe du dosage

La méthode de Bradford (Bradford, 1976) est un dosage colorimétrique se
manifestant par le changement de couleur du bleu de Coomassie apres complexation
avec les acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalanine) et les
résidus hydrophobes des acides aminés présents dans les protéines. La forme anionique
liée du colorant est bleue, et possede un spectre d'absorption maximal estimé
historiquement a 595 nm. Les formes cationiques libres du colorant sont rouges et
vertes, absorbant a 465-470 nm. Le changement d'absorbance est proportionnel a la

quantité de colorant lié, indiquant donc la concentration en protéines dans I'échantillon.

VIIL.2. Protocole

Dans un premier temps, une gamme étalon de BSA de 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 et 15
mg/ml est préparée a partir d'une solution stock a 15 mg/ml diluée dans du tampon de
lyse RIPA (cf. annexe 1). En parallele, 3 pl de chaque échantillon a doser est prélevé dans
un tube a hémolyse. Puis, 2,5 ml de réactif de Bradford (Biorad) dilué au 1/5éme dans
I'eau est ajouté dans chaque tube. Les tubes sont mis a incuber 15 a 30 minutes a
température ambiante et 'absorbance de chaque échantillon est mesurée a 595 nm a

I'aide d’un spectrophotometre d’absorption.
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IX. PROTOCOLE DE CO-IMMUNOPRECIPITATION

IX.1. Principe de la technique

L'immunoprécipitation (Figure 78) est une technique utilisant des anticorps
spécifiques a la protéine d’intérét afin de la piéger dans un lysat cellulaire. Les
complexes anticorps/protéine sont précipités par l'ajout d'une forme insoluble de

protéine A ou de protéine G.
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Figure 78: Principe de I'immunoprécipitation.
[llustration extraite de http://thunder.biosci.umbc.edu

IX.2. Préparation des échantillons cellulaires

Les cellules sont cultivées en boites de Pétri de 10 cm? pendant 48 heures
environ. Lorsque les cellules atteignent 70 a 80% de confluence, le milieu DMEM est
retiré. Les cellules sont lavées deux fois par du PBS glacé puis 1 ml de tampon de lyse
RIPA (cf. annexe 1) est ajouté dans chaque boite de Pétri. Les cellules sont mises a

incuber 10 a 15 minutes sur la glace.
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A l'issue de l'incubation, les cellules sont transférées dans un tube Eppendorf et
sont centrifugées (10 minutes, 12.000 g, 4°C) afin d’éliminer les particules. Le

surnageant est conservé sur la glace.

I1X.3. Protocole

L’anticorps anti-NoxA1 dilué au 1/500¢me (AbNova) est ajouté a 500 ul de lysat
cellulaire. Les complexes antigene/anticorps sont mis en présence une nuit a 4°C sous
agitation. Le lendemain, 50 pl de billes de protéine G (GE Healthcare) sont ajoutés
pendant 4 heures a 4°C et sous agitation. A l'issue de I'incubation, les complexes immuns
sont centrifugés (20 secondes, 12.000 g, 4°C) et le culot est conservé. Le culot est lavé
trois fois avec le tampon de lyse RIPA (cf. annexe 1) et une fois avec le tampon de lavage
(Tris-HCl 50 mM, pH 8.0). Les échantillons sont centrifugés (20 secondes, 12.000 g, 4°C)
entre les lavages. Le culot de chaque échantillon est resuspendu dans 30 pl de tampon
de charge (cf. annexe 1) et est dénaturé pendant 30 minutes a 95°C. Apres une derniere
étape de centrifugation (20 secondes, 12.000 g, 4°C), le surnageant est traité par 1 pl de
bleu de bromophénol (Sigma) a 0,1%. Les échantillons sont ensuite analysés par

Western-Blot.

X. ANALYSE DES PROTEINES D'INTERET PAR WESTERN-BLOT

X.1. Principe de la technique

Cette technique permet de détecter une protéine spécifique dans un échantillon
donné d'extrait ou d'homogénat tissulaire. La technique utilise 1'électrophoréese sur gel
de polyacrylamide pour séparer les protéines, préalablement dénaturées, selon leur
masse. Les protéines sont ensuite transférées depuis le gel sur une membrane de
nitrocellulose ou elles sont exposées a un anticorps spécifique de la protéine d'intérét.

La méthode fut mise au point dans le laboratoire de George Stark a Stanford.
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X.2. Séparation et transfert des protéines

Les protéines (20 ug) sont déposées sur un gel composé de 5%
d’acrylamide/bisacrylamide (cf. annexe 1). Ce dernier va permettre la concentration des
échantillons avant leur pénétration dans un gel de séparation constitué d’'un mélange a
10% d’acrylamide/bisacrylamide (cf. annexe 1). La séparation des protéines se fait par
électrophorese dans un tampon de migration 1X (cf. annexe 1) dans un champ électrique
de 130 V et pendant 90 minutes. A la fin de la migration, le gel de concentration est

éliminé.

La membrane de nitrocellulose est incubée pendant 20 minutes dans du tampon
de transfert 1X froid (cf. annexe 1). Le gel et la membrane sont alors disposés en
sandwich entre des feuilles de papier Whatmann et des spontex imbibés de tampon de
transfert 1X froid, dans un module de transfert. Le module est disposé dans une cuve
contenant du tampon de transfert 1X froid (cf. annexe 1) et un bac a glagon permettant
de maintenir le module au froid. Le transfert est effectué a 100 V, pendant 50 minutes et
sous agitation. A l'issue du transfert, la membrane est incubée en présence de rouge
Ponceau afin de vérifier que la quantité de protéine déposée est homogene d’un puit a

I'autre.

X.3. Détection des protéines d’intérét

La membrane de nitrocellulose est incubée une heure dans un tampon de blocage
contenant 5% de lait (cf. annexe 1). Cette étape permet de saturer tous les sites non
occupés de la membrane ce qui va permettre de diminuer le bruit de fond généré par la
fixation de 'anticorps primaire. La membrane est ensuite lavée trois fois 5 minutes avec
du tampon TTBS (cf. annexe 1). Puis, la membrane est incubée toute la nuit a 4°C et sous
agitation, en présence des anticorps primaires NoxAl ou phospho-(Ser/Thr) PKA
substrate (Cell Signaling) dilués au 1/1000¢me dans une solution de TTBS contenant 5%
de BSA (cf. annexe 1).
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Le lendemain, la membrane est lavée trois fois 5 minutes avec le tampon TTBS
(cf. annexe 1). Puis, elle est incubée durant une heure a température ambiante et sous
agitation, en présence des anticorps secondaires anti-lapin (Cell Signaling) et anti-souris
(Sigma) couplés a la péroxydase de raifort (HRP pour Horseradish Peroxidase) dilués au
1/1000éme dans une solution de TTBS contenant 5% de lait (cf. annexe 1). A I'issue de
I'incubation, la membrane est lavée trois fois 5 minutes avec le tampon TTBS (cf. annexe
1). La membrane est incubée en présence d’H20: et de luminol (kit ECL Plus, GE
Healthcare) pendant 5 minutes. Le luminol est le substrat de la péroxydase, la
dégradation de celui-ci par la HRP s’accompagne de I'émission de photons. Cette
émission est révélée par imagerie. Les blots sont révélés par le logiciel BiolD (Vilmer

Lourmat, Marne la Vallée, France) et sont exprimés en densités optiques relative (ROD).
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