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RESUME

La peau et son vieillissement sont un enjeu de santé publique. Les modéles expérimentaux
disponibles pour I'étude du vieillissement cutané restent perfectibles. Dans ce contexte, nos
objectifs étaient simultanément d’utiliser les modéles de peaux reconstruites (PR) développés
dans notre laboratoire afin i) de mieux comprendre les mécanismes du vieillissement cutané, ii)
de démontrer I'efficacité et le mécanisme d’action du sélénium comme « anti age » et enfin iii)
de les faire évoluer en utilisant le support poreux ou auto-assemblé avec des fibroblastes du
méme donneur prélevés a des ages différents. Ainsi, le modéle de PR cultivé sur une longue
période a montré une surexpression du microARN miR30-a par RT qPCR dans les PR « agées »
avec une altération de la fonction barriere mesurée par la perte insensible en eau et une
perturbation de la différenciation terminale (baisse d’expression de la loricrine et de
I'involucrine). Avec le méme modeéle de sénescence in vitro, nos résultats démontrent que la
supplementation en sélénium retarde la sénescence des kératinocytes souches. Cette efficacité
passe non pas par un effet antioxydant comme attendu mais par I'activation de leur adhésion a
la lame basale, qui participe a les conserver souche et donc a préserver le renouvellement
épidermique. Enfin, nous avons eu la chance exceptionnelle de préparer des PR avec des
fibroblastes provenant d’'un donneur unique prélevé a 36 et 72 ans. Les résultats
immunohistologiques montrent une augmentation de dépo6t de I’élastine et de la fibrilline dans
un derme plus fin avec I'age ainsi qu’une diminution de I'activité des MMP de type élastase. Une
hypothése probable est une réponse compensatoire des fibroblastes liée a la diminution de
I’épaisseur du derme. En conclusion I'utilisation de différents modeles de PR a permis d’explorer
les mécanismes conduisant au vieillissement cutané et de démontrer I'efficacité du sélénium

comme anti age.
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ABSTRACT

Skin and its aging is a public health issue. In vitro skin models available for the study aging
remain perfectible. In this context, our objectives were simultaneously to use skin equivalent
(SE) developed in our laboratory i) to better understand mechanisms of skin aging, ii) to
demonstrate the effectiveness of selenium as “anti-aging” and finally iii) to improve SE using the
porous or scaffold free model with fibroblasts from the same donor at different ages. Thus, the
model of SE mimicking senescence showed an overexpression of microRNA miR30-a by RT qPCR
in old SE with an alteration of the barrier function measured by the transepidermal water loss
and a deficiency of epidermal terminal differentiation (decreased expression of loricrin and
involucrin). With the same SE model of senescence, our results demonstrate that selenium
supplementation delays the senescence of keratinocytes stem cells. This effectiveness does not
involve antioxidant effect as expected but the activation of their adhesion to the basement
membrane, which participates in preserving stemness and epidermal renewal. Finally, we had
the opportunity to prepare SE with fibroblasts from a single donor at 36 and 72 years old. The
histological results show that age induces an increase in the expression of elastin and fibrillin in
a thinner dermis associated to a decrease of elastases MMP activity. One hypothesis is that
fibroblasts are able to compensate the decrease of dermal thickness. In conclusion, the use of
different models of SE helps us to explore some mechanisms leading to skin aging and to

demonstrate the efficacy of selenium as “anti-aging”.
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PREAMBULE




En raison de l'augmentation de l'espérance de vie, la prévention du vieillissement et de ses
pathologies est devenue une préoccupation majeure de santé publique. Le processus de
vieillissement de I'organisme est lent, continu et irréversible. Il induit des modifications
structurelles de tous les organes et tissus, affectant leur fonctionnement et augmentant leur
vulnérabilité.

La peau, enveloppe corporelle, en présente les premiers signes visibles tels que la formation de
rides, des changements d’épaisseur (mettant en relief le systeme veineux), de couleur, de
texture, et de transparence (Naylor et al., 2011). L'intensité et la chronologie de I'apparition de
ces altérations cutanées sont variables selon les sites anatomiques considérés et sont
déterminés par des facteurs génétiques et environnementaux (Augustin et al., 1998 ; EI-Domyati
et al., 2002).

Au-dela des aspects esthétiques et psychologiques d’estime de soi, la prévention du
vieillissement cutané fait partie des objectifs de Santé publique car la peau, reflet global du
fonctionnement cellulaire, est avec I'age, la cible de nombreuses pathologies avec au premier

rang, les cancers.

Le vieillissement cutané dépend de facteurs intrinseques propres a chaque individu et de
facteurs environnementaux tels que I'exposition aux rayonnements ultraviolets, la pollution, le
stress psychologique, le tabagisme et la malnutrition associée au déficit en micronutriments
antioxydants. Les mécanismes qui favorisent le vieillissement cutané ne sont pas totalement

élucidés et les modeles expérimentaux pour les explorer restent perfectibles.

Deux approches expérimentales ont été développées au sein du laboratoire des substituts
cutanés : la premiére utilise des cellules jeunes pour préparer les peaux reconstruites (PR) avec
un temps de culture long ; la deuxieme utilise des cellules d’ages différents (jeunes ou agées)

pour préparer les PR. Aussi deux modeles organotypique sont utilisables: i) un modele dermo-

épidermigue basé sur la culture des kératinocytes a la surface d'un derme équivalent obtenu
par la colonisation des fibroblastes dans une éponge poreuse de

collagéne/glycosaminoglycan/chitosan (Black et al., 2005) et ii) un _modéle sans support,

unicouche inspiré du modele auto-assemblé (L'Heureux et al., 1999). Ces PR modulables et



versatiles peuvent étre préparés avec des cellules cutanées (fibroblastes et kératinocytes) d’un
donneur jeune pour étudier la senescence in vitro en prolongeant le temps de culture. La
sénescence cellulaire et tissulaire ainsi induite mime fidelement certains aspects du
vieillissement cutané tel qu’observé in vivo (Dos Santos et al., 2015). En effet, la relevance de ce
modele a été mise en évidence par 'analyse des modifications d’organisation tissulaire et des
marqueurs moléculaires de la sénescence par comparaison aux modifications observées sur des

coupes de peau issues de donneurs d’age différents.

Dans une étude collaborative avec le Professeur Jérdme Lamartine a I'IBCP, nous avons utilisé le
modele de peau reconstruite sénescente déja validé pour suivre |'évolution des microARN
(miR), ARN non codant mais connus pour étre impliqués dans la régulation de trés nombreux

processus cellulaires impliqués ou non dans homéostasie épidermique (Horsburgh et al., 2017).

Simultanément, avec le méme modele, nous avons testé I'effet du sélénium comme potentiel
oligo-élément « anti-age », avec pour hypothése initiale son réle indispensable a I'activité des
sélénoenzymes antioxydantes. Quel que soit le type de vieillissement considéré, intrinseque ou
extrinseque, I'augmentation de la production d’espéces réactives de I'oxygene couplé a une
baisse des défenses antioxydantes sont impliquées, en particulier via le fonctionnement
mitochondrial qui s’altére avec I’age ou I'exposition aux UV et polluants. Un excés de radicaux
libres dans la cellule entraine une altération de son équilibre redox avec une baisse de
I'efficacité des systemes de détoxification et conduisant a un état dit de stress oxydatif et a un
vieillissement accéléré (Afanas’ev, 2010). La cellule se protége des dégradations oxydatives par
différents systémes antioxydants au premier rang desquels figurent les systémes de défenses
enzymatiques de détoxification dont les sélénoenzymes. Les apports en sélénium et son
métabolisme auront ainsi un roéle majeur dans la détoxification des espéces radicalaires et dans
la prévention des dommages oxydatifs responsables du vieillissement cellulaire et donc,

hypothétiquement, du vieillissement cutané.

2

Une autre approche consiste a comparer des PR préparées avec des fibroblastes et
kératinocytes, issues de donneurs d’ages différents. Cependant, les variations interindividuelles

du patrimoine génétique peuvent masquer les réponses obtenues (Lacroix et al., 2007). C’est



pourqguoi la mise a disposition par le Pr Kaji de fibroblastes issus du méme donneur a différents
ages (Kaji et al., 2009), apporte un atout réel pour le développement d’un nouveau modele
d’étude du vieillissement in vitro. Le principal avantage de ce modeéle est d’étudier la
reconstruction et la fonctionnalité du derme en fonction de I'age du donneur. Nous avons porté
I"accent sur I’évolution du tissu élastique, composant de la matrice extra cellulaire du derme
synthétisée par les fibroblastes. Une partie de la synthese bibliographique sera donc consacrée

a I'élastogénese et aux altérations du tissu élastique caractérisant le vieillissement cutané.

Afin de faciliter la lecture de cette these, la partie bibliographique sera divisée en trois chapitres

aux thémes spécifiques:

R/

+» La peau sa structure et son vieillissement avec pour focus les cellules souches

épidermiques; le tissu collagénique et I'élastogénése ; la sénescence réplicative

et le stress oxydant

¢+ Les différents modeles in vitro d’étude du vieillissement et les microARN

«+ Le Sélénium : sa structure et ses fonctions

La partie expérimentale et les résultats, sous forme d’articles, sont introduits par un chapitre
commun matériel et méthode, chaque article étant précédé par la description du ou des
protocoles expérimentaux spécifiques qui y sont développés.

Enfin, la discussion générale puis la conclusion synthétisent les résultats et les confrontent aux
données de la littérature pour dégager l'apport de notre travail dans le contexte des

connaissances actuelles.
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Epiderme
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Derme ——
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pileux

Hypoderme

Adipocyte
Corps :
lamellaire
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Fibres de collagénes

Réseau lymphatique

Figure 1: structure simplifiée de la peau humaine normale (Aldag et al., 2016). La peau est
I’organe le plus lourd et le plus étendu de I’organisme. Son poids moyen chez un adulte est de 3 a
3,5 kg, soit environ le seiziéme du poids corporel total. Sa surface d’environ 1,5 & 2 m” chez un
adulte jeune, augmente environ 7 fois entre la naissance et 1’age adulte. Son épaisseur est variable
selon sa localisation: de 1 mm au niveau des paupiéres a 3 mm et plus au niveau des paumes des

mains et de la volte plantaire.
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La peau humaine, notre enveloppe corporelle est aussi un organe multifonctionnel. Elle joue un
réle primordial dans la thermorégulation, elle assure la fonction vitale de barriére en évitant la
déperdition en fluides et la pénétration d’agents exogénes, elle exerce la premiére ligne de
défense immunitaire contre les agressions microbiennes et enfin constitue un lieu de synthese
métabolique important notamment de vitamine D et de mélanines.

Deux tissus embryonnaires, le mésoderme et I'ectoderme interviennent dans la morphogenése
des trois couches de la peau respectivement I’hypoderme, le derme et I'épiderme.

L'épiderme et le derme sont reliés entre eux par la jonction dermo-épidermique (JDE) qui
permet un ancrage moléculaire. Sont associées a ces différentes couches des annexes cutanées

représentées par les cheveux, poils, ongles, glandes sudoripares et glandes sébacées (FIGURE 1)

I. ORGANISATION ET STRUCTURE DE LA PEAU

A. L’EPIDERME

1. COMPOSITION CELLULAIRE

D’origine ectodermique, I'épiderme est un épithélium pavimenteux, kératinisé, avasculaire et
pluristratifié constitué majoritairement de plusieurs assises de kératinocytes (FIGUREZ). Son
épaisseur moyenne varie de 60 a 100 um pouvant atteindre, selon sa localisation, jusqu’a 600 a
700 um (au niveau palmo-plantaire).

Les kératinocytes, détaillés ci-dessous représentent 80 a 90 % de la population épidermique
totale et sont répartis en 4 assises selon leur stade de différentiation (F/GURE 2). Parmi les 10%
de cellules non kératinocytaires entrant dans la composition de I'épiderme, on trouve les
mélanocytes (2-4%) cellules responsables de la mélanogénése, les cellules de Langerhans (2-
4%), cellules immunitaires de I'épiderme ainsi que les cellules de Merkel (1%), cellules

sensorielles. Toutes ces cellules ne seront pas développées ici.
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Figure 2 : I'épiderme et ses populations cellulaires (Abdallah et al., 2017)
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1. STRUCTURE EPIDERMIQUE ET DIFFERENCIATION KERATINOCYTAIRE

L’épiderme est composé de 4 couches de kératinocytes a différents stades de différenciation
caractérisés par des modifications morphologiques et structurales (FIGURE 3). De la couche la
plus profonde vers la surface, on retrouve le stratum germinativum ou couche basale, le
stratum spinosum ou couche épineuse, le stratum granulosum ou couche granuleuse et le
stratum corneum ou couche cornée. On estime que le temps nécessaire a la
migration/différentiation des kératinocytes de la couche basale vers la couche cornée est
d’environ 30 jours.

Au cours de la différenciation épidermique, les kératinocytes sont le siege de modifications
biochimiques concernant notamment les kératines (filaments intermédiaires du cytosquelette),

les lipides et la membrane plasmique (TABLEAU 1).

On distingue 2 groupes de kératines :

- Kératines de type | : kératines acides, K9 a K10

- Kératines de type Il : kératines basiques et neutres de K1 a K8.
Dans les kératinocytes, une kératine de type | s’associe a une kératine de type Il pour former un
hétérodimere spécifique du stade de différentiation (Bragulla and Homberger, 2009; Gu and

Coulombe, 2007; Uitto et al., 2007; Wang et al., 2016).

D’autre part, la composition des lipides se modifie, avec une réduction importante des

phospholipides associée a une augmentation en lipides neutres, en stérols et en sphingolipides.
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Figure 3 : Modifications structurales et biochimiques des kératinocytes au cours de la différenciation. Au
cours de la différenciation épidermique, les kératinocytes sont également le siege de nombreuses
modifications biochimiques qui concernent principalement la synthese des kératines, la formation de
I’enveloppe cornée et le métabolisme lipidique. L’architecture cellulaire de chacune des quatre couches
est spécifique grace a des éléments du cytosquelette tel que les jonctions cellulaires ainsi qu’une

distribution graduelle des kératines ou des protéines de différenciation. Adapté de (Simpson et al., 2011)

a) Couche basale

La couche basale, couche la plus profonde de I'épiderme, est formée d’une rangée unique de
kératinocytes cubiques (6 um de largeur) indifférenciés, ancrés solidement d’une part a la JDE
par les hémidesmosomes et d’autre part aux kératinocytes voisins par les desmosomes eux

méme reliés aux kératines par les cadhérines et caténines. C'est le seul compartiment
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prolifératif de I'épiderme, qui permet le renouvellement cellulaire constant nécessaire pour
compenser la desquamation. On y trouve les cellules souches kératinocytaires (KSC pour
kératinocytes stem cells), responsables du renouvellement de I'épiderme au cours de la vie. Les

caractéristiques des KSC seront détaillées plus loin.

A chaque division cellulaire, les kératinocytes se détachent de la JDE, migrent verticalement et
entrent en différenciation. Des cette migration, la taille et la forme du kératinocyte évolue ; de
cuboide, il devient polygonal et enfin completement aplati comme les tuiles d’un toit dans la

couche cornée. Simultanément, la taille du noyau diminue jusqu’a disparaitre.

Les kératinocytes de la couche basale expriment spécifiquement les kératines K5 et K14, et,

dans une moindre mesure K15 et K19. (Moll et al. 1982)

b) Couches suprabasales

Ce compartiment comprend 3 couches nommées respectivement le stratum spinosum, stratum
granulosum, stratum corneum. Les kératines K5/K14 présentes dans les premiéres couches

encore prolifératives sont remplacées progressivement par les kératines K1/K10 (Fuchs, 1995).

Stratum spinosum ou couche épineuse

La couche épineuse est constituée de 5 a 6 assises de kératinocytes polygonaux entrés
irréversiblement en phase de différenciation. Cette partie de I'épiderme est responsable de la
tres forte cohésion de I'épiderme et de sa résistance mécanique, par la présence de nombreux
desmosomes reliés entre eux aux filaments de kératines organisées sous forme de

tonofilaments.

Stratum granulosum ou couche granuleuse
La couche granuleuse est composée de 2 a 5 assises de cellules aplaties, fusiformes (25 um de
largeur), disposées parallelement a la surface cutanée. Cette couche délimite I'épiderme vivant

et métaboliguement actif de la couche cornée, constituée de cellules mortes. La couche
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granuleuse contient des structures intracellulaires spécifiques qui participent activement a la

formation du ciment intercellulaire de la couche cornée.

- Les granules de kératoyaline : d’'un diametre de 0.5 a 2um, ils contiennent des agrégats
de protéines insolubles telles que la profilaggrine (granules de type F) ou la loricrine
(granules de type L). La profilaggrine est déphosphorylée puis clivée pour donner la
filaggrine.

- Les kératinosomes ou corps d’Odland : d’'un diametre de 0.1 a 0.5um, ils présentent un

aspect lamellaire et contiennent des lipides.

Zone de transition
La différenciation des cellules de la couche granuleuse, conduit a une zone de transition
séparant la couche granuleuse, derniere couche de cellules nuclées, et de la couche cornée

composée de cellules mortes.

Stratum corneum

Le stratum corneum (SC) est formé de cornéocytes, cellules aplaties et anucléées représentant
le stade terminal de différenciation des kératinocytes. Le SC est divisé en deux parties, la partie
la plus profonde appelée stratum compactum, et la plus superficielle le stratum disjunctum. Dés
le stratum compactum, les cornéocytes sont attachés entre eux par les cornéodesmosomes,
plus fragiles que les desmosomes. Au niveau du stratum disjunctum, |'absence de
cornéodesmosomes aboutit a la desquamation, I'ultime étape de différenciation épidermique.
Entre les couches profondes et superficielles du SC, les cornéocytes voient leur membrane
plasmique s’épaissir devenir rigide et résistante pour finalement constituer une « enveloppe
cornée » constituée des faisceaux de kératine associés a des molécules de filaggrine agglutinées

dans le cytoplasme des cornéocytes.
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Tableau 1 : caractérisation de la différenciation épidermique et des marqueurs spécifiques des couches

de I'épiderme. D’apres Augustin et al. 1997.

Couche de I'épiderme

Marqueurs protéiques

Marqueurs lipidiques

Couche cornée

Couche granuleuse

Couche épineuse

Couche Basale

Filaggrine
Transglutaminase
Involucrine
Kératine K1/K10
Grain de kératohyaline
Profilaggrine
Loricrine

Kératine K1/K10
Involucrine
Transglutaminase

Kératine K5/K14/K15
Hémidesmosomes

Céramides
Cholesterol
Acide gras libres
Corps d’Odland
Phospholipides

Phospholipides

Phospholipides
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2. LES CELLULES SOUCHES DE L’EPIDERME INTER-FOLLICULAIRE

Les cellules souches de I'épiderme sont dites unipotentes car elles ne génerent que des
kératinocytes, en comparaison avec les cellules souches embryonnaires pluripotentes qui sont
capable de générer tous types de cellules et tissus. Elles ont été initialement identifiées dans la
fin des années 70 (Green et al., 1977).

Comme les autres types de cellules souches, elles ont une capacité d’auto-renouvellement
associé a un haut potentiel prolifératif, mais se multiplient trés peu in vivo. Elles forment une
réserve en cellules progénitrices dites d’amplification transitoire (TA) qui elles sont trés
prolifératives.

Avec l'age, il n’a pas été montré que le nombre des cellules souches ainsi que leur capacité
d’auto-renouvelement étaient impactés, cependant leur capacité a produire des cellules
progénitrices et différenciées diminue avec I'dge, notamment via une diminution de la

sensibilité des KSC aux stimuli de I'environnement. (Giangreco et al., 2008)

Les KSC sont in vivo en état de quiescence. In vitro, elles donnent des clones nommés
holoclones. Elles n’ont pas de marqueurs spécifiques, mais I'expression de plusieurs marqueurs
permet de les approcher. C'est pourquoi, leur identification passe par la détermination de

plusieurs caractéristiques :

.

+» Leur état de quiescence : in vivo, ces KSC ont un cycle cellulaire particulierement lent.

Lincorporation d’un analogue nucléotidique, la thymidine radio marquée a I’ADN, de la
cellule permet de différencier les cellules quiescentes, KSC qui se sont moins divisées et
gui ont donc conservé une quantité de marquage supérieur, par rapport aux cellules qui
ont un cycle de division rapide (TA). On parle alors de LRCs pour Label-Retaining cells
(Tumbar et al., 2004; Sada et al., 2016). Ce cycle long des KSC permet de maintenir un
pool constant toute la vie de I'individu et de minimiser le risque d’erreurs pouvant se
produire lors de la réplication de ’ADN. Cette propriété illustre le maintien du pool de
cellule souche sur le long-terme et ainsi leur persistance avec I'adge (Giangreco et al.,

2008)
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+ leur potentiel clonogénique et prolifératif : c’est le test de référence pour mettre en

évidence les KSC dans une suspension cellulaire. Elle consiste a compter le nombre de
clones [Colony Forming Unit (CFU)] et le pourcentage de cellules formant des clones
[Colony Forming Efficiency (CFE)] aprés ensemencement d’une suspension de
kératinocytes a faible densité (10 a 20 cellules/cm?) (Barrandon and Green, 1987).

3 types de colonies sont observés (FIGURE 4):

- I'Holoclone : généré par un KSC a fort potentiel prolifératif (> a 100 cycles de
division), est composé d’un grand nombre de cellules identiques et de petite taille
ayant un ratio noyau/cytoplasme proche de 1. C’est une grosse colonie homogéne
aux bords réguliers.

- Le paraclone : tout petit clone composé de cellules différenciées a faible potentiel
de division (<5) d’ou sa taille.

- Le Méroclone : colonie de taille intermédiaire a contour irrégulier car constitué de
cellules de taille hétérogene et supérieure aux KSC. Il est issu de cellules tout juste
entrées en différenciation avec encore une forte capacité de prolifération de 50 a
100 divisions. Ce clone est composé de cellules TA, qui assurent le renouvellement

de I'épiderme
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Figure 4 : aspect macroscopique et classification des colonies de kératinocytes apres coloration a la

rhodamine (Adapté d’aprés (Barrandon and Green, 1987))

7
L X4

I’expression de margqueurs protéiques : Il n’existe pas de marqueur protéique spécifique

de KSC. L'engagement de la cellule souche dans le processus de différenciation est
graduel, et de ce fait 'acquisition des caractéristiques d’une cellule différenciée,
accompagnée de la perte de celles des KSC se fait progressivement. Les protéines le plus
souvent recherchées pour identifier les KSC sont répertoriées dans le 74ABLEAU 2. On
retrouve les intégrines B1 et a6, indispensables a 'adhésion de la cellule a la lame basale
et donc au maintien du phénotype « stemness». Ces deux isoformes sont plus
fortement exprimées dans les KSC que dans les TA. Au niveau des cytokératines, les
kératines K5/K14 associées a K19/K15 sont exprimées dans la couche basale de
I’épiderme. L'expression de K15 n’est pas homogene dans la couche basale ce qui peut
correspondre au marquage d’'une sous population spécifique: KSC en grappes
(« clusters ») (Jensen et al., 1999;Webb et al., 2004). Il a été montré que son expression

était associée a une diminution de I'expression de I'intégrine 1, ce qui ne correle pas
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avec les caractéristiques de cellules souches (Bose et al., 2012). Parmi les autres
marqueurs de KSC on retrouve I'isoforme ANp63, facteur de transcription trouvé dans
les KSC (Blanpain and Fuchs, 2007; Koster et al., 2007; Li et al., 2007; Pellegrini et al.,
2001; Webb et al., 2004). Lisoforme ANp63 est exprimé chez l'adulte dans les
kératinocytes de la couche basale, puis réprimé lors de I'entrée différenciation (Senoo et

al., 2007; Truong et al., 2006).
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Tableau 2 : Principales caractéristiques et marqueurs identifiés des cellules souches cutanées : KSC, TA et

cellule différenciée post mitotique

Caractéristiques et

. Cellule ves
marqueurs Fonction KSC TA ipe s .. Référence
. . différenciée
phénotypiques
. L. (Barrandon and
- +++ + -
Potentiel clonogénique Auto-renouvellement Green, 1987)
(Fortunel, 2003;
- . Expression des complexes Kaur and Li,
+++ ++ -
Adhésion rapide d’adhérence 2000; Watt and
Jones, 1993)
Capacité organotypique f e . Fortunel, 2003;
P . g ypiq Régénération tissulaire +++ ++ - ( 9r une
in vitro Li et al., 2004)
Adhésion - Composants
. (Kaur and Li,
I iy transmembranaires des i
Intégrine sous-unité a6 _ . . ++ + - 2000; Li et al.,
hémidesmosomes présents a la 1998)
base de I'épiderme
Adhésion - Récepteurs de cellules (Jones and Watt,
Intégrine sous-unité Bl | épithéliales exprimées dans les ++ + - 1993; Kaur and
kératinocytes basaux. Li, 2000)
(Kaur and Li,
CD71 Récepteur a la transferrine -/+ +++ +++ 2000; Li et al.,
1998)
A Composant des filaments (Pontiggia et al.
Kératine 15 / 19 . . ++ + - ’
/ intermédiaires 2009)
(Senoo et al.,
ANp63 Marqueur de cellule proliférative + + - 2007; Truong et
al., 2006)
P Exprimée par les cellules de la
Kératine 5/14 P P + + -
couche basale
. Marqueur de prolifération des
Ki67 / PCNA qa prolif ++ ;

kératinocytes
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Les KSC sont localisés dans un environnement extracellulaire qui leur est propre, une « niche »
ou elles sont fortement ancrées. Celle-ci assure le maintien de leur phénotype et les protege des
signaux inducteurs de la différenciation, de 'apoptose ou de tout autre événement qui pourrait
leur nuire (Lowell et al., 2000). La niche est ainsi définie comme un microenvironnement ou tout
un ensemble de signaux moléculaires maintiennent I’état de « stemness » et controlent I'entrée
en cycle cellulaire des cellules souches. Parmi les signaux spécifiques de la niche des KSC, les
molécules d’adhérence jouent un role important (via les intégrines B1 principalement).

Les niches de cellules souches épidermiques sont situées au niveau du follicule pileux, des
glandes annexes et de la couche basale de I'épiderme inter-folliculaire (FiGure 5). (Watt and
Jensen, 2009; Owens and Watt, 2003). En conditions normales, seules les cellules de I'épiderme
interfolliculaire de la couche basale sont mobilisées et le renouvellement de I'épiderme ne fait
pas appel aux cellules souches du follicule pileux ou des glandes annexes (Ghazizadeh and

Taichman, 2001, 2005; Levy et al., 2005).
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Figure 5: Localisation des cellules souches épidermiques (KSC pour « kératinocytes stem cells ») — les
différentes niches : le bulge du follicule pileux, I'épiderme inter folliculaire, enfin la glande sébacée (SB).

Modifiée de (Box et al., 2010).

Les cellules souches sont aussi soumises aux facteurs solubles sécrétés par les cellules du derme

et de 'hypoderme constituant le macro-environnement. Brievement, le macro-environnement

est composé des tissus sous-jacents, des autres cellules ainsi que des facteurs solubles auto ou
paracrines. Dans le derme, ce sont les fibroblastes qui sont les principales cellules sécrétrices et
au niveau de I’'hypoderme ce sont les adipocytes et les cellules souches mésenchymateuses, les
facteurs de croissance retrouvés sont I'EGF, le B-FGF, I'IGF et le TGF-B (Laverdet et al., 2014;

Ozpur et al., 2016)
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Ces facteurs de croissance liés a des voies de signalisation influencent le maintien du pool de
KSC en inhibant la différenciation cellulaire et en maintenant leur quiescence.

Le microenvironnement est principalement composé par la lame basale: le maintien du

phénotype souche est réalisé via les molécules d’adhérence. In vivo, la différenciation du
kératinocyte est directement liée a la perte de ces capacités d’adhésion, il doit se détacher de la
lame basale pour migrer verticalement dans les couches suprabasales. (Green et al.,, 1977;
Lechler and Fuchs, 2005). Parmi les molécules impliquées on retrouve les intégrines, mais aussi
leurs ligands comme le collagéne ou la fibronectine. Les différentes intégrines retrouvées ne
sont pas exprimées au méme niveau de la membrane des kératinocytes. Les intégrines a2p1 et
a3B1 sont surtout au niveau des surfaces latérales et basales alors que l'intégrine a6pf4 est
localisée au niveau de la partie basale du kératinocyte de la couche basale. Les intégrines 1, qui
fixent le collagéne de type IV, ont un réle trés important dans la régulation de la différenciation
des kératinocytes, tout comme l'intégrine a6, qui fixe la laminine 3.3.2 (Jones and Watt, 1993;

Levy et al., 2000; Rodius et al., 2007; Watt and Jones, 1993).

Maintien du pool de KSC

Au sein de la couche basale, les KSC sont organisés en unité épidermique de prolifération ou
EPU formé d’une ou plusieurs cellules souches isolées entourées par un « cluster » de cellules
TA (Ghazizadeh and Taichman, 2005; Potten, 1974; Strachan and Ghadially, 2008). Deux modes
de divisions ont été proposés afin de maintenir le pool de KSC. Le premier repose sur le concept
de division asymétrique ou un KSC quiescent se divise en un KSC et une cellule progénitrice TA
(FIGUREG). Cette derniere voit son potentiel de division augmenter trés rapidement pour
amplifier le nombre de cellules filles issues d’'un méme KSC. Puis ces cellules filles entrent dans
le processus de migration verticale et de différenciation. Dans ce modele, les KSC ne se divisent
gue rarement mais continuellement afin de maintenir la population de TA et donc ’homéostasie

épidermique.
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Le deuxieme modele combine division symétrique et asymétrique (FIGURE 6), ou une cellule en
division donnerait deux cellules filles aux destinées variées en fonction des signaux. Selon ce
modele, les cellules peuvent avoir les destinées suivantes:

i) les deux cellules filles restent prolifératives

ii) sortent du cycle cellulaire et se différencient

iii) une des deux reste proliférative et l'autre se différencie (Clayton et al., 2007,

Klein et al., 2007)

Ces deux modalités de division sont sollicitées spécifiquement selon les besoins cellulaire :
division asymétrique en situation d’homéostasie, division symétrique en situation de
cicatrisation/réparation épidermique. Ce modeéle permet d’expliquer pourquoi les KSC sont

physiologiquement quiescentes.
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Figure 6 : lllustration du concept de division asymétrique : une cellule souche génére une cellule TA qui

s’engage dans le processus de différenciation terminale et une cellule qui conserve le phénotype souche

(d’apres (Alonso and Fuchs, 2003))

45



Introduction bibliographique
Chapitre 1 — La peau

B. LA JONCTION DERMO-EPIDERMIQUE

L’épiderme est fortement ancré au derme grace a une structure unique et complexe, la jonction
dermo-épidermique (JDE). C'est une zone acellulaire synthétisée conjointement par les
kératinocytes de la couche basale et par les fibroblastes du derme superficiel ou derme
papillaire (Marinkovich, 1993). Cette structure hautement organisée, a l'agencement de
molécules exclusives, intervient dans de nombreux processus biologiques tels que le
renouvellement et la différenciation de I'épiderme. Pour résumer, la JDE est formée d’une lame

basale sur laquelle les cellules de I'épiderme s’ancrent fortement.

1. ORGANISATION DE LA [DE

D’'un point de vue ultra-structural il est possible de différencier plusieurs zones, les
hémidesmosomes, la lame basale composée de la lamina lucida et de lamina densa et enfin la
zone fibrillaire (FIGURE 7). Elles seront décrites depuis la couche basale de I'épiderme vers le

derme. (Briggaman and Wheeler, 1975; Ray and Gately)

Kératinocyte Filaments
- interm édiaires
(kératines 5 et 14)
. E’Blgzcet’ige Plagues desmosomales
Hémidesmosome o~ S interne/externe
[ucida : \! =5 Intégrine abp4 ] Filaments
Lame basale (i %, 7 laminines 332,311,511 | d'ancrage
densa ? Réseau de collagene IV,

nidogéne, protéoglycanes
Zone fibrillaire

sous-basale

Collagene VI| Fibrilles d'ancrage

Derme Fibres de collagéne

papillaire detypel etlll

Figure 7 : Représentation de la structure de la JDE, traduit de (Hertl, 2006)
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a) Les hémidesmosomes
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Figure 8:organisation moléculaire d’'un hémidesmosome (Simpson et al., 2011)

Les hémidesmosomes sont des complexes multi-protéiques de 0.1 a 0.5um de diamétre. lls
assurent le lien physique entre les cellules de la couche basale et la matrice extracellulaire
(MEC) sous-jacente en ancrant le cytosquelette de kératine a la lame basale. La structure
spécifique des hémidesmosomes est déterminée par l'interaction des protéines de la plaque
dense et des protéines transmembranaires (FIGURES).

Les protéines de la plague dense : situées juste sous la membrane cytoplasmique, elles forment

un site d’attachement pour les kératines K5 et K14. Elles sont responsables du maintien de la

forme et de I'intégrité structurale des cellules. On retrouve aussi dans cette plaque la plectine et
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I’antigene 1 de la pemphigoide bulleuse (BP230). Les protéines transmembranaires comportent

essentiellement le collagéne de type XVII (ou I'antigéne 2 de la pemphigoide bulleuse BP180) et
les intégrines. Ces deux catégories de molécules sont détaillées ci-dessous.

Le collagéne XVII est un composant majeur des filaments d’ancrage. |l posséde un long domaine
extracellulaire contenant des séquences collagéniques interrompues permettant I'interaction
avec l'intégrine a6B4 (Ghohestani et al., 2001). Il semblerait que ce collagéne soit impliqué dans

la régulation de la différenciation kératinocytaire.

Les intégrines sont une famille de protéines de liaison transmembranaire qui ont de
nombreuses interactions avec la MEC. Elles permettent I'ancrage solide des cellules a la matrice,
elles participent a la communication intra et intercellulaire ainsi qu’a la migration cellulaire lors
de la différenciation. Les intégrines sont des hétérodimeres composé d’une sous unité a et B,
dont la masse varie entre 100 et 140 kDa (FIiGURE9). La liaison des intégrines a leurs ligands est
dépendante de cations bivalents extra cellulaires tels que le Ca’*oule Mg2+, grace a la présence
de 3 ou 4 sites de liaison aux cations dans la partie extracellulaire de la chaine a. Au niveau de la
JDE, les intégrines les plus abondantes sont I'a6B4, a2pB1 et a3B1. Elles sont pour la plupart
connectées aux filaments d’actine. L'intégrine a6B4 est exprimée au pole basal des
kératinocytes de la couche basale et fait partie intégrante de I'hémidesmosomes. C'est le
récepteur préférentiel des glycoprotéines extracellulaires, les laminines 1.1.1 et 3.3.2 (Aumailley
and Rousselle, 1999; Moll and Moll, 1998). Lintégrine a2B1, localisée dans les plaques
d’adhésion focale est le récepteur aux collagenes natifs de type I, lll, IV et VI ainsi qu’aux
laminines 1.1.1; 2.1.1 et 3.3.2, elle joue un rdle trés important dans la migration cellulaire. La
derniére intégrine, a3B1 est le récepteur de la laminine 3.3.2, du nidogéne et de la fibronectine.
Elle fait partie des plaques d’adhésion focale. Ces trois intégrines permettent le maintien cohésif

de la lame basale épidermique.
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Figure 9 : structure générale de I'intégrine (source: biologie moléculaire de la cellule)

b) La lame basale épidermique

Feuillet de MEC hautement spécialisé constitué par auto-assemblage de deux réseaux
protéiques, formés par les laminines et le collagene de type IV, reliés entre eux par diverses
glycoprotéines telles que le nidogene ou le perlecan. Les constituants de la lame basale sont
synthétisés a la fois par les kératinocytes et les fibroblastes, le collagene IV principalement par
fibroblastes, alors que le nidogéne exclusivement par les fibroblastes (Fleischmajer et al., 1995;

Schafer et al., 1991; Wang et al., 2006).

Elle apparait d’'un point de vue ultrastructural sous la forme de deux couches distinctes et

superposées qui n’ont pas la méme densité aux électrons.
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(1)  Lalamina lucida (40-50 nm) :

Organisée en fins filaments d’ancrage, elle se situe en contact direct avec la membrane
plasmique des cellules de la couche basale de I'épiderme. Elle est composée principalement du
domaine extracellulaire du collagene XVII et des laminines 3.3.2 et 3.1.1, qui se lient a la portion
extra cellulaire de l'intégrine a6Bf4 du kératinocyte de la couche basale. En dehors des
hémidesmosomes, les filaments d’ancrages sont moins abondants et de composition différente.

L'intégrine a3B1 est majoritaire et associée au complexe laminine 3.3.2-3.1.1 ou 3.3.2-3.2.1.

Les laminines sont des glycoprotéines cruciformes, multifonctionnelles, spécifiques des lames
basales et qui sont synthétisées de facon tres précoce chez 'embryon. Elles sont constituées de
I’'assemblage de 3 chaines polypeptidiques en forme de croix et unies par des ponts disulfures
(FIGure 10). |l existe environ 15 isoformes de laminines. Au niveau de la lame basale
épidermique, on détecte les laminines 3.3.2; 3.1.1 et 5.1.1 (Aumailley and Rousselle, 1999). La
plus abondante étant I'isoforme 3.3.2 (appelée aussi laminine 5). Les laminines ont un role
primordial dans la structure de la lame basale épidermique. Exclusivement synthétisée par les
kératinocytes, elles sont capables de se lier et d’interagir avec les collagénes de type IV, VIl et
XVII, les intégrines ainsi que des protéoglycannes. Elles jouent un réle dans la migration, la

différenciation et la prolifération des kératinocytes.
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Figure 10 : structure générale d’'une laminine

(2)  Lalamina densa (50 a 70 nm) :

C’est la deuxiéme couche de la lame basale, elle est paralléle a la lamina lucida et beaucoup
plus dense aux électrons. Elle constitue une zone d’ancrage pour les filaments issus de
|’épiderme ou du derme papillaire. Elle est principalement composée de collagéne de type IV,
de nidogéne, de laminine 5.1.1 et 3.2.1 et de protéoglycannes a héparane sulfate et
chondroitine sulfate. L'assemblage du réseau de collagene de type IV est responsable des
fonctions de support tissulaire et des propriétés de flexibilité de la lame basale. De plus, les
liaisons établies entre collagene IV et intégrine B1 participent au maintien de I’"homéostasie

cellulaire de la couche basale de I'épiderme.
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c) Zone fibrillaire sous basale

Troisieme compartiment de la JDE, il est en continuité avec le derme sous-jacent. Cette zone est
essentiellement constituée de fibrilles d’ancrage d’une épaisseur de 20 a 60 nm, dont le
composant principal est le collagéne de type VII. Ces fibrilles permettent d’ancrer la lamina
densa et les plaques d’ancrage au derme superficiel en formant des boucles semi circulaires

autour des fibres de collagene de type | et lll du derme papillaire.

2. FONCTIONS DE LA JONCTION DERMO-EPIDERMIQUE

De par sa structure histologique de barriére, la JDE permet de limiter et de contrdler les
échanges entre le compartiment dermique et le compartiment épidermique.
Dans ce contexte d’interface, la JDE exerce un ensemble de fonctions biologiques cruciales telles
que:
> Assurer une cohésion épithelio-mésenchymateuse grace a la présence de
structure d’ancrages spécifiques
> Fournir un support mécanique pour I'adhésion de I'épiderme au derme
> Déterminer une polarité pour des kératinocytes de la couche basale
> Constituer un support migratoire aux kératinocytes lors de processus
inflammatoires ou durant la ré-épidémisation lors de la cicatrisation,
» Réguler les d’échanges métaboliques
» Former un réservoir de facteurs de croissance ou d’autres facteurs
solubles
» Réguler la migration, la prolifération, la différenciation et la survie des

cellules dermiques et épidermiques.
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C. LE DERME

Le derme est le tissu de soutien dense et fibro-élastique responsable de la souplesse, de
I’élasticité et de I’hydratation de la peau. Il contient peu de cellules, dont les principales sont les
fibroblastes entourés d’une abondante matrice extra cellulaire (MEC). Ce tissu est tres
richement vascularisé, ce qui en fait un élément essentiel dans la thermorégulation, la

cicatrisation et de la nutrition de I'épiderme.

Histologiquement, il est possible de diviser le derme en deux régions distinctes :

- Derme superficiel ou papillaire, en contact direct avec I'épiderme. On y

retrouve les papilles dermiques, structures formant des saillies fibreuses
richement vascularisées et innervées qui apportent une surface d’échanges
importante. Dans cette zone la plus riche en cellules, les fibres de collagenes
et les fibres élastiques de faible diameétre sont orientées perpendiculairement
a la JDE (Sorrell and Caplan, 2004).

- Le derme profond ou réticulaire, représente a lui seul 80% de I'épaisseur

totale du derme. Les fibres d’élastine et de collagéne sont de grands
diameétres et sont disposées de fagon multidirectionnel, parallelement a la
surface cutanée. Plus le derme est profond et plus les fibres forment un

réseau dense.

1. COMPOSITION CELLULAIRE

On retrouve au sein du derme de nombreuses cellules résidentes minoritaires associées aux
structures dermiques telles que les cellules endothéliales des capillaires sanguins, les
terminaisons nerveuses, les glandes sébacées et sudoripares, des cellules musculaires ainsi que
des cellules immunes dites de passage mais qui, pour certaines d'entre elles (les mastocytes et
les macrophages notamment) peuvent résider sur de relativement longues périodes dans le
derme et sont renouvelées a I'échelle de mois (macrophages) ou possiblement sur de plus

longues périodes (mastocytes). L'ensemble des cellules immunes observable dans le derme
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regroupe des macrophages, mastocytes, cellules dendritiques et dans une moindre mesure, des
plasmocytes, lymphocytes T ou B, neutrophiles et éosinophiles. La cellule prépondérante reste

néanmoins le fibroblaste.

Les fibroblastes, principales cellules du derme, sont dites cellules résidentes et ont une
morphologie allongée en fuseau, avec de nombreux prolongements cytoplasmiques et un noyau

central. Il existe 2 sous populations en fonction de leur localisation :

> |es fibroblastes du derme papillaire sont petits et en contact avec plusieurs faisceaux de

collagénes

> |es fibroblastes du derme réticulaire, plus profond, sont plus gros et en relation avec une

seule fibre de collagéne.

Quel que soit leur localisation, les fibroblastes sont le siége de la biosynthése et de la
dégradation des principales macromolécules de la MEC. Le remodelage de la MEC par les
fibroblastes est possible car ils synthétisent des enzymes de dégradation de type
metalloprotéinases (MMP). llIs synthétisent aussi des facteurs solubles responsables de
régulation par voie paracrine de la prolifération et de la différenciation des kératinocytes.

(Coulomb et al., 1989).

2. COMPOSITION DE LA MATRICE EXTRA CELLULAIRE

La matrice extra cellulaire est composée de nombreuses macromolécules comprenant pour 90%
des collagénes et pour 2-4% est I'élastine (FiGure 11). Afin de permettre une meilleure
compréhension des résultats que nous avons obtenus et décrits dans la partie « résultats » de
cette thése, les rappels bibliographiques qui suivent sont principalement focalisés sur I'élastine
plus que sur les collagenes. Nous citerons seulement les autres composants : les

glycosaminoglycanes (GAG) dont le principal est I'acide hyaluronique, les protéoglycannes tels
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gue le perlecan, syndecan ou la décorine, et les glycoprotéines de structure dont les laminines

et la fibronectine.

MATRICE EXTRA CELLULAIRE

GAG "
Protéines
protéoglycans glycoprotéines fibreuses
Acid Perlecan Fibronectine /\
clae Syndecan Laminine Collagenes Elastine

hyaluronique .
Y g Decorine ect

Figure 11 : Principaux composants de la matrice extra cellulaire du derme

a) Les collagénes

Brievement, les collagénes représentent la composante structurale du derme la plus
importante, soit 70% du poids sec de la peau humaine. lls forment la trame fibreuse du derme
et participent de maniére importante a régir 'adhésion et la migration cellulaire.

La famille des collagénes est complexe et diversifiée, tant d’un point de vue du nombre de type
de collagene, de leur structure moléculaire et supra moléculaire, de leur distribution tissulaire
gue de leurs fonctions. Sur les 29 collagénes humains décrits, 14 sont retrouvés dans la peau
(Sherman et al., 2015) La structure hélicoidale rigide a 3 brins caractéristique de la plupart des
types de collagéne résulte de I'enroulement de trois chaines polypeptidiques constituées d’une
répétition de triplet d’acide aminé Gly-X-Y avec X étant souvent un résidu proline et Y,
hydroxyproline (Burgeson, 1987; Grant and Ayad, 1988).

Les collagenes sont classés en plusieurs sous-familles en fonction des similitudes qu’il est
possible de retrouver au niveau de I'architecture modulaire des chaines et de leur assemblage

supramoléculaire (Ruggiero et al., 2005):
> |es collagénes fibrillaires, capables de former des fibrilles (1, II, 11l, V et XI)

> |es collageénes non fibrillaires formant des feuillets (1V, VIII et X)
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> |es collagénes non fibrillaires formant des structures spécifiques (VI et VII)
> |es collagénes non fibrillaires associés aux membranes (XIII, XV et XVII)

> |es collagenes FACITs (pour Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple helix)

(IX, X1, X1V, XVI, XIX, XX, XXI).

Dans le derme (FIGURE12)

> Le collagene de type | est le plus important (il représente 60-80% des collagénes du

derme) puis les collagénes de type lll et V représentent respectivement 15-25% et 2-5%.

Assemblés de facon longitudinale, le collagene de type | s’agrége pour former des
fibrilles, qui se stabilisent par des liaisons covalentes. La proportion de collagéne de type
| et Ill est trés importante pour assurer la fonction mécanique du tissu. Ce ratio collagene
type I/collagéne type Il est de 6 pour 1 (Lovell et al., 1987). Le collagéne de type V
associé aux fibrilles de collagene de type | et Il assure un espacement régulier entre les

fibres.

> Le collagene microfibrillaire de type VI est un collagéne mineur qui forme un réseau de

fibres perlées assemblées en tétrameres. |l interagit avec les intégrines, suggérant un

role dans I'ladhérence cellulaire (Keene et al., 1988).

> On détecte aussi du collagene de type IV (membrane basale de la jonction dermo-
épidermique et de la paroi des vaisseaux sanguins), et du collagéne de type VI (fibrilles

d’ancrage) (FIGURE 12)
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Collagene XII -

Derme papillaire

Collagene I -1l -
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Figure 12: observation d’une peau native par microscopie électronique a balayage montrant la
répartition des principaux types de collagénes du derme et de la jonction dermo épidermique. Le
collagéne de type | est le plus abondant dans le derme, alors que les collagenes XlI, XVI, XIV sont

minoritaires. (D’apres (Ruggiero et al., 2005)
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b) Le tissu élastique & I’élastogénese

Physiologiquement dans la peau humaine, les fibres élastiques révélées par observation de
coupes de derme en microscopie électronique a transmission (TEM) adoptent une architecture
hautement organisée, comprenant 3 sortes de fibres (FiGure 13) (Cotta-Pereira et al., 1976):

v Dans le derme papillaire : les fibres oxytalanes riches en fibrilline juste sous la

jonction dermo-épidermique apparaissent insérées perpendiculairement a la
lamina densa et forment de fines arborisations « en candélabre ». Elles
conférent la résistance mécanique de la peau. Les fibres y sont plus fines que
dans le derme réticulaire

v Dans le derme réticulaire superficiel : les fibres d’élaunine forment des

« coups d’ongle » paralleles a la JDE au niveau de la transition entre le derme
papillaire et réticulaire. Elles sont anastomosées avec les fibres oxytalanes du
derme papillaire et les fibres élastiques matures du derme réticulaire. Ces
fibres d’élaunines sont immatures, plus courtes et moins larges que les fibres
élastiques matures.

v" Dans le derme réticulaire profond : les fibres élastiques matures apparaissent

paralléles a la jonction dermo épidermique. Elles forment un réseau dense et

anastomosé riche en fibres élastiques.
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Figure 13 : Organisation schématique des fibres élastiques en réseau : 1) fibres oxytalanes, 2) fibres

d’élaunine, 3) fibres élastiques matures (Prost-Squarcioni et al., 2008)

Ce réseau continu de fibres élastiques 3-D confere I'élasticité du derme ce qui signifie qu’il est
déformable avec une capacité de récupération passive sans dépense énergétique.

La structure d’une fibre élastique est complexe et met en jeu de nombreux acteurs. Elle résulte
de I'assemblage d’un coeur d’élastine (composé de I'assemblage et de la réticulation de son
précurseur, la tropoélastine) sur des microfibrilles du tissu élastique (TE) riches en fibrilline.
L’élastine est une protéine tres singuliére dont la demi-vie est de 74 ans (Frances and Robert,

1984; Sherratt, 2009).
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Figure 14 : schéma simplifié des étapes de formation des fibres élastiques (adapté de (Mithieux and

Weiss, 2005; Wise and Weiss, 2009))

Cet assemblage suit des étapes hiérarchiques.
La premiere étape est I'expression du géne de la tropoélastine qui aboutit a 11 isoformes (Wise
and Weiss, 2009). La tropoélastine, précurseur soluble de I'élastine posseéde deux domaines
différents, un hydrophobe et I'autre hydrophile. Elle contient environ 30% de glycine, 35 % de
proline, valine, leucine et isoleucine et 20 % d’alanine. Les résidus fonctionnels tels que la lysine,
I’acide aspartique, I'acide glutamique, I'arginine sont présents en moindre quantité.
Ces 11 isoformes résultent de 2 types d’épissage alternatif :

- Le premier favorise I'excision des exons codants pour un domaine impliqué dans

la réticulation de la tropoélastine
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- L'autre favorise I'excision des exons codants pour des séquences hydrophobes.

La régulation de la synthese et de I'épissage alternatif de la tropoélastine se fait en fonction de
la localisation tissulaire. La transcription du géne de I’élastine est contrélée par sa sensibilité a
des facteurs solubles, comme des facteurs de croissance ou hormones, qui peuvent étre
sécrétés lors de processus tel que la cicatrisation. Parmi les facteurs stimulant sa synthése on
retrouve le TGFB, I'lGF, I'lL-1B (Foster et al., 1987). A contrario, le TNFa, I'interféron y ainsi que
la vitamine D3 sont considérés comme inhibiteurs (Berk et al., 1991; Eichner and Rosenbloom,
1979; Pierce et al., 1992). Enfin, point crucial, sa synthése est soumise a une autorégulation

négative par la tropoélastine elle-méme, via son accumulation dans I'espace extracellulaire.

La tropoélastine ne subit quasiment pas de modifications post-traductionnelles. Elle est
sécrétée (FIGURE 14. 1) via un récepteur spécifigue composé d’une sous unité extra cellulaire,
I’'EBP (pour Elastin Binding Protein) et de deux sous unités transmembranaires. L’EBP intervient
dans I'assemblage de I'élastine en permettant aux monomeres de tropoélastine sécrétés de
s’aligner correctement tout en les protégeant de la dégradation par des protéases. L'EBP est
aussi le principal récepteur impliqué dans la capacité de I'élastine et de ses produits de
dégradation a influencer le comportement cellulaire a travers la migration, la prolifération et la
différenciation cellulaire ainsi que I'expression des genes (Hinek and Rabinovitch, 1994). Cette

association avec I'EBP est nécessaire a la sécrétion de la tropoélastine.

Une fois dans I'espace extra cellulaire, les molécules de tropoélastine s’agrégent en coacervate

(FIGURE 14. 2) ou elles sont stabilisées par réticulation covalente via la formation de desmosine

(FIGURE 14. 3) par les lysyl oxidase (LOX), essentiellement par I'isoforme LOxL (Lemaire et al.,
2007; Lucero and Kagan, 2006; Mithieux and Weiss, 2005; Szauter et al., 2005). La tropoélastine

devient alors insoluble.

Les LOX initient la réticulation de la tropoélastine. Elles catalysent la désamination oxydative des
résidus de lysine, respectivement lysyl et hydroxylysyl en a-aminodipic-6-semialdéhydes

correspondant. Cette réaction initiale produit I'allysine. Elle est suivie par des réactions
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spontanées de condensation de résidus lysine et allysine proches afin de former des ponts de
réticulation tels que l'allysine aldol, la lysinonorleucine, la merodesmosine et les liaisons
croisées tétra-fonctionnelles spécifiques a I'élastine : la desmosine et I'isodesmosine (Partridge
et al., 1964). La desmosine et I'isodesmosine sont donc le résultat de la réticulation de 4 résidus

lysine présents sur les molécules de tropoélastine.

Les LOX, enzymes dépendantes du cuivre, font partie de la famille des amines-oxydases
spécifiques du collagene et de I'élastine.

La conservation du gene codant pour la LOX au cours de I'évolution refléte son importance. Elle
est synthétisée sous la forme d’une préproapoprotéine. La pro apoenzyme est obtenue par
clivage du peptide signal avant d’étre N glycosylée pour permettre sa sécrétion sous la forme
pro-enzyme. Un atome de cuivre Cu?" est incorporé au niveau de son site actif puis sécrété dans
le milieu extracellulaire. Enfin elle est clivée par la procollagéne-c-protéinase en protéine
mature (Lucero and Kagan, 2006).

Il existe a ce jour 5 isoformes : la LOX, et les lysyl oxidase Like: LOXL1, LOXL2, LOXL3, LOXL4
Toutes possédent une région C-terminale (F/IGURE 15) identique comprenant le site de fixation
au cuivre et les résidus de lysine et de tyrosine impliqués dans la formation du cofacteur lysine
tyrosylquinone (LTQ). Les isoformes different par leur région N-terminale. Leurs différences de
structure et d’expression tissulaire in vivo suggérent des fonctions biologiques et des spécificités

différentes des isoformes des LOX.
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Figure 15: représentation schématique de la structure des membres de la famille des lysyl oxidase.
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Tableau 3 : résumé des principales caractéristiques des lysyl oxidases

Enzyme

Principales caractéristiques

Références

Expression variable en fonction des processus biologiques.
Régulation via des facteurs de transcription, facteurs de
croissance, cytokines et hormones, dont le BFGF et le

(Atsawasuwan et al.,

LOX 2008; Csiszar et al.,
TGFB1
o » . 1996)
Principale enzyme responsable de la réticulation de
I’élastine et du collagéne
L'isoforme LOXL1 est la plus similaire a LOX d’un point de
vue structural et fonctionnel. (Borel et al., 2001;
LOX L1 ) . R Noblesse et al.,
Active sur les substrats de collagéne et d’élastine avec une 2004)
action préférentielle pour I'élastine
Impliguée dans les phénomenes de sénescence .
) . , . (Peinado et al.,,
Sa surexpression a été rapportée dans plusieurs types de )
LOXL2 L . . 2008; Saito et al.,
tumeurs, de facon corrélée a un mauvais pronostic de 1997)
survie
Exprimée dans le systéeme nerveux central et le cerveau,
mais aussi dans les leucocytes, la peau et le cartilage des
) . (Molnar et al., 2003;
LOXL3 tissus embryonnaires .
. . T Peinado et al., 2008)
Sa surexpression favorise la transition épithélio-
mésenchymateuse
L ) , (Asuncion et al.,,
Exprimée dans le muscle squelettique, le pancréas et les L
LOXL4 2001; Maki et al.,

testicules

2001)

Les molécules de tropoélastine réticulées vont alors se déposer sur les microfibrilles (FIGURE

14.4) qui forment une charpente pour leur dépo6t et leur alignement.

Les microfibrilles associées a I"élastine sont creuses et ont un diametre compris entre 6 et 18

nm, elles sont donc plus grosses que les microfibrilles de collagéne (de 8 a 10 nm). Leur coupe

longitudinale en microscopie électronique les montre en collier de perles (FiGure 17) (Pasquali-

Ronchetti and Baccarani-Contri, 1997).
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Figure 16: modele d’organisation des microfibrilles, structure et interactions PANEL DU HAUT:
Microfibrilles vues en microscopie électronique, il est possible de voir une périodicité de 50-60nm.
PANEL DU BAS : L’'organisation moléculaire précise reste a déterminer, cependant elles possédent des
sites de fixation pour certaines protéines de la MEC comme les fibulines ou les MAGP. C'est aussi un lieu
de stockage du TGFp via la formation de ponts disulfure entre la protéine LAP et |la protéine LTBP (Jensen

et al., 2012).

Certaines molécules sont localisées a la surface des microfibrilles d’élastine et d’autres se
trouvent a l'interface cellules-fibres élastiques. Le calcium joue un role clef dans la formation et

I’organisation des microfibrilles.
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Ceeur
d’élastine

Figure 17 : Représentation d’une fibre élastique mature composée d’un coeur d’élastine insoluble
réticulé entoure des microfibrilles (Leslie P.Gartner, James L.Hiatt, Chapter 4 Color Text Book Of

Histology 3rd Ed 2007)

On parle de fibres élastiques matures pour I'assemblage du coeur amorphe composé de
tropoélastine et des microfibrilles (FiGure 14 ET 17). L’élastogénése met en jeu un grand

nombre de molécules dont:

e Les Fibrillines qui représentent la colonne vertébrale des fibres élastiques (Keene et al.,
1991). Ce sont des glycoprotéines riches en cystéine, avec 56 répétitions de séquences
riches en cystéine. Dans la peau on retrouve principalement la fibrilline-1, de méme que
dans les tissus oU les fibres élastiques sont linéaires (Pereira et al., 1997). Les
monomeres de fibrilline s"assemblent dans les microfibrilles selon un motif anti parallele,

via les résidus de cystéine libres.

e Les MAGP (pour Microfibrilles associated glycoprotein) sont présentes au niveau de la

structure perlée des microfibrilles

0 MAGP1 ou MFAP2 (Microfibrillar associated protein) est importante pour assurer

I'intégrité structurale des microfibrilles (Segade et al., 2002). Cette glycoprotéine
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trés acide dont la partie N-terminale riche en proline contient un groupe de
résidus glutamine qui se lie a la partie C-terminale de la tropoélastine et a la
fibrilline selon un mécanisme dépendant du calcium. La MAGP1 et la
tropoélastine sont liées de facon covalente par la transglutaminase. Il semble
donc que la MAGP1 intervienne comme protéine de liaison entre les
microfibrilles et I'élastine dans les étapes tardives de I'élastogéneése et serve a lier
et aligner la tropoélastine au niveau des microfibrilles lors de sa réticulation

(Jensen et al., 2001).

0 MAGP2, est aussi retrouvée dans les microfibrilles non associées a |'élastine.
Riche en sérine et thréonine elle contient un motif qui se lie a I'intégrine a5f33.
Cela montre son rdle dans la signalisation cellulaire durant I'assemblage des
microfibrilles. La MAGP2 interagit aussi avec la fibrilline-1 pour renforcer la
structure des microfibrilles. Elle peut stimuler I'assemblage des fibres
élastiques, probablement en ciblant I'élastine sur les microfibrilles (Lemaire et al.,

2007).

e Les MFAP : 1&3 et 4, co-localisent avec les fibres élastiques dans la peau

o Les MFAP -1 et -3 étant peu étudiées, les données les concernant sont peu

nombreuses

o MEFPA 4 est considérée comme I’homologue humain de la protein MAGP-36 de la
souris (36-kDa microfibril-associated glycoprotein). Chez la souris, la MAGP-36
co-localise avec les microfibrilles d’élastine. Chez ’homme, la protéine MFAP4 est
retrouvée exprimée dans de nombreux tissus élastiques, tels que I'aorte (Wulf-
Johansson et al., 2013), la peau (Toyoshima et al., 1999) et les poumons
(Schlosser et al., 2006). Il semblerait que MFAP4 soit impliquée dans I'assemblage
et le maintien du tissu élastique (Pilecki et al., 2016). Elle interagit avec la

fibrilline 1 et guide I'assemblage et |'organisation des microfibrilles. Elle contribue
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au maintien des autres protéines de la MEC comme le collagéne de type | par

exemple (Wulf-Johansson et al., 2013).

Décorine & Biglycan : ces deux petits protéoglycanes riches en leucines lient les fibres

élastiques a la MEC environnante (Kielty et al., 2002). Le biglycan est localisé dans le
cceur d’élastine et forme un complexe avec la tropoélastine et la MAGP1 ; alors que la

décorine au localisée au niveau des microfibrilles.

Les Fibuline125:

o La Fibuline-1 localisée dans le coeur amorphe des fibres élastiques, n’est pas
retrouvée au niveau des microfibrilles du tissu élastique de la peau

o les Fibuline-2 et -5 sont localisées a I'interface entre les microfibrilles et le coeur

d’élastine. La fibuline 5 est tres présente au niveau de la peau, de l'aorte et de
I'utérus. Elle est localisée a la surface des fibres élastiques, elle permet de lier les
fibres élastiques aux cellules adjacentes via les intégrines de surface cellulaire

(Yanagisawa et al., 2009).

Les Emilines (pour Elastin microfibril interface located protein) : il existe 4 isoformes
d’émiline (émiline-1, -2, -3 et -4), elles sont observées principalement dans les zones
d’interface entre les microfibrilles et I’élastine. A I’heure actuelle, seule I'émiline-1 a été

décrite comme associée a la formation des fibres élastiques (Zanetti et al., 2004).

Les protéines de la famille «latent TGF-B-binding proteins » (LTBP): sont des

glycoprotéines extracellulaires qui présentent des similitudes avec les fibrillines. Elles ont
la particularité de réguler la disponibilité du TGF-B via sa fixation. Il existe 4 isoformes
mais seule la LTBP-1 est un composant des microfibrilles. Lorsque le TGF- B n’est pas
capté par les LTBP, il est libre d’aller activer son récepteur (FiIGure 18), déclenchant une
cascade de signalisation via les protéines Smad2/3 ce qui aboutit a terme a I'induction

de la synthese d’élastine (Akhurst and Hata, 2012; Charbonneau et al., 2004).
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Figure 18: voie de signalisation du TGFb conduisant a l'induction de la transcription du géne codant pour

la tropoélastine (Kucich et al., 2002)

Tous ces acteurs sont indispensables au bon déroulement de I'élastogénése et leur absence ou
une simple mutation sur une de ces protéines, impact I'assemblage des fibres élastiques a

I’origine de pathologies graves dont certaines sont listées dans le TABLEAU 4 ci-dessous.
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Tableau 4: Liste non exhaustive des pathologies liées a une mutation sur une protéine des fibres

élastiques (Kielty, 2006; Milewicz et al., 2000; Uitto, 1979)

Pathologie

Geéne affecté

Observations cliniques

Phénotype moléculaire

Cutis Laxa (récessif ;

Peau lache, pendante et

Dégénération des fibres
élastiques du derme et du tissu
conjonctif lié¢ a un déficit en

. . Elastine en quantité excessive s . .
dominant ou acquis) . ) élastine au sein des fibres
Pathologie de I'aorte s
élastiques
Inflammation du derme
Syndrome de Williams Elastine Pathologie  vasculaire | Déposition diminuée d’élastine
Beuren obstructive dans les parois artérielles
Peau hyperextensible et | Diminution de la réticulation du
Syndorme d’Ehlers . . vp A P
Collagene de type V | fragile collagene et de I'élastine par les
Denlos e .
Hyperlaxité articulaire LOX
. . Fibrilline 1 altérée incorporée
Pathologie vasculaire dans les fibres élastiques
Syndrome de Marfan | Fibrilline 1 (anévrisme et dissection 9

de l'aorte)

Augmentation des signaux de la
voie TGFf

Syndrome de Loeys

TFGB récepteur de

Pathologies vasculaires
trés séveres, dont une
prédisposition familiale

Augmentation de la voie TGFf
Augmentation de |'expression

Dietz type Il . L. , R
P a I'anévrisme de |'aorte | de collagéne
thoracique

ABCC9 adenosine | , . . . .
. ( . Lésions dermiques | Accumulation de fibres

Pseudoxanthoma triphosphate binding . - P
. oculaires et | élastiques irrégulieres

elasticum cassette gene

subfamily C6)

cardiovasculaires

fragmentées et calcifiées

Apres avoir détaillé

la structure de la peau et particulierement les cellules souches

épidermiques, les mécanismes d’adhésion de I'épiderme au derme, ainsi que la composition en

collagénes et fibres élastiques du derme, nous allons maintenant concentrer notre exposé sur le

vieillissement cutané, ses mécanismes et les effets macro/microscopiques et biochimiques

observables lorsque la peau vieillie.
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II. LE VIEILLISSEMENT CUTANE

Globalement, le vieillissement peut-étre décrit comme une perte de l'intégrité physiologique
conduisant a une vulnérabilité accrue face a la maladie ou la mort. Il est réglé principalement
par la génétique mais aussi par des processus biologiques qui persistent avec I'évolution. Tous
les tissus et organes sont soumis au méme régime. Mais la peau en surface, visible et exposée
aux agressions de I’'environnement extérieur qui viennent aggraver le vieillissement, est le reflet
précoce de ses effets. C’est pourquoi, la peau est le tissu idéal pour décortiquer les mécanismes
qui régissent le vieillissement. Qui plus est, I'apparence et le vieillissement ont un fort impact
social, ce qui expligue I'engouement des chercheurs fondamentaux, pharmaceutiques et

cosmétiques pour cette thématique.

A. LES MECANISMES DU VIEILLISSEMENT

Le vieillissement de la peau est considéré comme la résultante du vieillissement intrinseque et
extrinseque.

Le vieillissement intrinséque, chronologique ou génétique, est défini par les modifications
observables avec « le temps qui passe » pour un individu donné. Le vieillissement extrinséque
aussi appelé photovieillissement est lié aux agressions extérieures, telles que I'exposition aux

UV, le plus fréquent, au tabac ou a la pollution atmosphérique.

1. LE VIEILLISSEMENT INTRINSEQUE

N’étant pas tous égaux d’un point de vue de la génétique, il existe de grandes variations
interindividuelles en réaction au temps qui passe. Cependant, le vieillissement intrinséque reste
la résultante de I'accumulation de dysfonctionnements intimement liés les uns aux autres.

La FIGURE 19 synthétise les différentes causes induisant le vieillissement cellulaire. Dans un souci

de clarté et de synthese toutes les causes ne seront pas détaillées

71



Introduction bibliographique
Chapitre 1 — La peau

Communications Instabilité

cellulaire altérées génomique

Epuisement des Raccourcissement
cellules souches des téloméres

Senescence : Altérations
cellulaire épigénétiques

Dysfonction Perte de
mitochondriale I'homéostasie

Dérégulation FTHE I

nutritionnelle

Figure 19: représentation des causes du vieillissement cellulaire (traduit de (Lépez-Otin et al., 2013))

La premiere cause du vieillissement intrinseque est I'instabilité génétique. Au cours de la vie et
lors des divisions cellulaires, les cellules accumulent des dommages génétiques (Moskalev et al.,
2013). L'intégrité et donc la stabilité de I’ADN sont conditionnés par I'absence d’erreur de
réplication. Lorsqu’elles surviennent, ces anomalies de réplications peuvent induire I'apparition
de dommages de I’ADN génomique et mitochondrial qui doivent étre réparés par la cellule pour
en assurer la pérennité. En cas de dommage de I’ADN, il existe plusieurs systémes enzymatiques
pour réparer les mutations spontanées générées (Lépez-Otin et al., 2013). Lorsque les
dommages touchent des génes essentiels cela peut conduire a une cellule non fonctionnelle.
Elle sera par la suite éliminée par les systemes de sénescence et d’apoptose. Toutefois, a terme,
ce mécanisme d’élimination cellulaire peut déséquilibrer 'homéostasie des tissus. L’ADN

mitochondrial, est quant a lui particulierement exposé au stress oxydatif et est de par sa
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structure (absence d’histones) et des systemes de réparation peu efficaces, particulierement

sensible a I'instabilité génomique (Kazak et al., 2012)

Plusieurs systémes enzymatiques coopérent pour réparer les mutations spontanées générées
par l'organisme ou induites par des agressions extérieures: les systémes « fideles » et les
systemes « non fideles ». Les systemes de réparation dits « fideles » permettent la restitution
complete et fiable de I'ADN |ésé. Les systemes de réparation « non fidéles » permettent la

survie de la cellule au prix d’'une perte d’information génique.

Avec l'age, la fonctionnalité des mitochondries est compromise. Cela résulte en une
augmentation de la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ERO), qui sont chimiquement
instables et toxiques. La chaine respiratoire, localisée dans la membrane mitochondriale interne
est le siege de la production d’énergie cellulaire par la phosphorylation oxydative. Si I’oxygene
est indispensable a la vie de la cellule, il est aussi délétere : c’est le paradoxe de la vie aérobie
(Davies, 1995). La production de ERO est physiologique et nécessaire a la signalisation cellulaire
et la régulation de génes au cours de processus tel que linflammation ou la balance

prolifération/apoptose (Finkel, 2003).

Chaque ERO présente une réactivité différente (FIGURE20), mais tous sont responsables de
I’oxydation des lipides, des protéines cellulaires, ainsi que I’ADN génomique et mitochondrial
(Sohal and Orr, 2012) :

- l'anion superoxyde O,e- est formé directement par la réduction de I'O, par

les NADPH oxydase au sein de la chaine respiratoire, il est modérément
réactif et rapidement métabolisé en peroxyde d’hydrogéne H,0,.

- Le peroxyde d’hydrogene H,0, est produit par la dismutation de O,e- par les

superoxydes dismutases (SOD), et est relativement stable. Lorsque H,0, n’est
pas métabolisé par les systemes antioxydants cellulaires, il peut générer le
radical hydroxyl ’'OHe par la réaction de Fenton.

- Le radical hydroxyl HOe, tres instable, est hautement réactif et cause

différents dommages cellulaires a proximité de son lieu de production. Il agit
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via 3 mécanismes: arrachement d’un électron, arrachement d’'un atome

d’hydrogene sur un radical RH, ou addition sur une liaison double.

O, +e° Oy
Superoxide anion
0,7 + e+ 2H - H20,
Hydrogen peroxide
HyO; + e "+ H ™ HO™ + H,0

Hydroxyl radical
Figure 20 : réactions chimiques produisant les radicaux libres : 1. Formation de I'anion super oxyde ; 2.

Formation du peroxyde d’hydrogene ; 3. Réaction de fenton qui donner de radical hydroxyle

Le stress oxydatif est défini comme une altération de I'équilibre entre la production de
systemes oxydants et les capacités de la cellule de s’en protéger.

Au cours du vieillissement, le stress oxydatif résulte d’une part d’'une production de radicaux
libres augmentée au sein des mitochondries et d’une accumulation de molécules oxydées qui
n‘ont pas été éliminés; et d’autre part d’'une diminution de I'efficacité des systémes de

protection (protéines chaperones, protéasomes et enzymes d’oxydo-réductions diminuées).
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Figure 21: Les différentes origines du stress oxydatif et des radicaux libres

Il est possible de classifier les sources a l'origine de stress oxydatif dans la cellule via la
production de ERO :
- De nature endogene a l'organisme : production par la chaine respiratoire mitochondriale
et par les cellules immunitaires lors de la destruction d’agents pathogenes.
- De nature exogene a I'organisme: due a des rayonnements ionisants, I'exposition aux

UV, la pollution, le tabac.

L'organisme se protege de ce stress oxydatif par plusieurs systemes antioxydants :

- Les enzymes antioxydantes dont les superoxydes dismutase (SOD), les catalases, la
glutathion peroxydase (GPX) sont les plus efficaces et seront détaillées CHAPITRE 3 DE
L’INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE.

- Les vitamines type A (rétinol), C (acide ascorbique), E (a-tocophérol), mais aussi les
caroténoides, les polyphénols ou le cytochrome C. Certains éléments traces sont considérés
comme antioxydant car ils sont des cofacteurs indispensables a I'activité des enzymes

antioxydantes, comme par exemple le sélénium pour la GPX.
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Enfin, a chaque division cellulaire, il y a un raccourcissement des télomeéres c’est a dire des
régions situés aux extrémités chromosomiques. Les téloméres sont des répétitions des
séquences TTAGGG associés a des protéines spécifiques répliqués par la télomérase durant la
vie embryonnaire, dont le role est de protéger le chromosome contre les dommages et les
fusions inter-chromosomiques. De ce fait, dés la naissance, a chaque division cellulaire une
partie du chromosome n’est pas répliqué, ce qui conduit a sa réduction progressive. Les
télomeres sont considérés comme |’horloge biologique de la cellule. Dés lors que le télomére
atteint une taille minimale dite critique, le cycle cellulaire s’arréte et la cellule entre en
sénescence réplicative. Les cellules germinales sont épargnées par ce phénomene car elles

possedent une activité télomérase.

Les télomeéres sont donc impliqués dans le processus de vieillissement, il a été montré que la
longueur des télomeres est inversement proportionnelle a I'age du donneur (Allsopp et al.,
1992). A la suite de cela, des travaux ont montrés que I'introduction de la télomérase dans des
cellules qui en étaient dépourvues restaurait la longévité des cellules (Bodnar et al., 1998) et
gue I'absence de télomérase dans un modele murin conduit a une diminution de la durée de vie
au cours des générations (Herrera et al., 1999). Depuis, de nombreux autres travaux ont permis
de prouver le lien existant entre le raccourcissement des télomeres et l'installation du

vieillissement dans I'organisme (Armanios et al., 2009; Jaskelioff et al., 2011).

La senescence cellulaire est définie comme l'arrét stable du cycle cellulaire associé a des
modifications morphologiques de la cellule (Campisi and d’Adda di Fagagna, 2007). Ce
phénomene a été initialement décrit par Leonard Hayflick et Paul Moorhead en 1961, lorsqu’ils
ont découvert que des fibroblastes humains présentaient une capacité de division limitée a
environ 50 doublements de population cumulé (CPD) une fois mis en culture (Hayflick and
Moorhead, 1961). On parle de « sénescence réplicative » lors de I'arrét du cycle cellulaire lié au
raccourcissement des télomeéres. La sénescence cellulaire et la sénescence réplicative sont
morphologiquement et biochimiquement semblables.

Parmi les signaux inducteurs de senescence cellulaire, il est possible de retrouver les

rayonnements UV et gamma (Shaulian et al., 2000; Webley et al., 2000), le stress oxydatif ou
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I"activation d’oncogenes. Avec |'érosion des télomeéres, ces modifications au sein de la cellule
sont considérés comme un signal de dommage de I’ADN ce qui active la voie de réponse aux
dommages de I’ADN conduisant a terme a 'arrét du cycle cellulaire via I'activation des voies de
signalisation p53/p21WAF1 et p16INK4a/pRb.

L'induction de p21WAF1 inhibe les protéines régulatrices principales du cycle cellulaire, les CDK
(kinases dépendantes des cyclines), qui empéchent la phosphorylation de pRb (protéine du
rétinoblastome) et le relargage des facteurs de transcription E2F : il y a arrét du cycle cellulaire.
(FIGURE 22). La seconde voie de signalisation passe par p16INK4a qui inhibe les CDK4 et CDK®6,

bloquant également 'activation de pRb (FIGURE 22).

Cell
proliferation

Figure 22: mécanismes moléculaires conduisant a I'arrét du cycle cellulaire et I'entrée en sénescence

(Campisi and d’Adda di Fagagna, 2007)

Les deux p21WAF1 et pl16INK4a peuvent induire la sénescence. Les niveaux d'expression de

p21WAF1 augmentent dans les cellules pré-sénescentes avant la surexpression de p16INK4a,
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p21WAF1 déclenche probablement la sénescence avant p16INK4a. En revanche, p16INK4a reste
surexprimé dans les cellules sénescentes alors que les niveaux de p21WAF1 diminuent, ce qui
fait de p16INK4a un bon marqueur pour identifier des cellules sénescentes (Ressler et al., 2006;

Waaijer et al., 2012).

L’entrée en senescence de la cellule induit d'importants changements : un arrét de la croissance
cellulaire, I'augmentation de la taille de la cellule ainsi a des modifications du métabolisme. Les
cellules sénescentes possedent une activité I'enzyme Pgalactosidase augmentée (Dimri et al.,
1995), une surexpression de génes impliqués dans le remodelage de la MEC tels que les MMP-1
et 3 ainsi que des genes codant pour des cytokines inflammatoires telles que l'interleukine 1 ou
6 (Kuilman et al., 2008).

L’entrée en senescence des cellules est un mécanisme de protection contre I'accumulation de
dommage de I’ADN et I'initiation de la transformation cancéreuse des cellules. Cependant, il est
aussi admis que la sénescence contribue de fagon importante au vieillissement de I'organisme
via la perturbation de I'homéostasie tissulaire et I'augmentation du nombre de cellules qui

entrent en senescence (Dimri et al., 1995; Rodier and Campisi, 2011)
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2. VIEILLISSEMENT EXTRINSEQUE, ACTINIQUE OU PHOTOVIEILLISSEMENT

Les sources du vieillissement extrinseque sont représentées a 80% par les radiations du soleil
auxquelles s’ajoutent dans une moindre mesure la pollution atmosphérique, le tabac, le stress,
I'alcool et I'alimentation, I’hygiéne de vie. Il semblerait que les effets négatifs de ces agents

externes passent surtout par la production de radicaux libres.

L’exposition solaire est le facteur majeur responsable de I'accélération du vieillissement cutané.
Cependant, ses effets sont dépendants de I'intensité du rayonnement, la durée et la fréquence

d’exposition ainsi que des conditions de cette exposition et de la nature des UV (FIGURE 23).
5| [

— Atmosphere

Epidermis

Dermis

Figure 23: degré de pénétration des UV dans les différentes couches de la peau (D’Orazio et al., 2013)

+» les UVB (290-320 nm) : beaucoup plus énergétiques que les UVA ils sont pour autant

moins pénétrants dans le derme profond. Dans I'épiderme, ils induisent des dommages a
I’ADN via entre autres la formation de dimeres de pyrimidine, ce qui peut conduire lors
de surexposition a l'initiation d’une carcinogénése ou a la mort cellulaire (Battie et al.,

2014).
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*

% les UVA (320-400 nm), moins puissants, peuvent pénétrer jusqu'au derme ou ils

induisent de nombreuses altérations. Les UVA altérent aussi les molécules d’ADN via une
augmentation de production de radicaux libres et donc induisant des lésions type 8-oxo-
deoxyguanosine mais aussi en créant des lésions de type dimére de thymine. (Cadet et

al., 2015; D’Orazio et al., 2013)

Sous l'effet des UV, le facteur de transcription AP-1 est ainsi activé, ce qui conduit a I’activation
de la transcription des génes MMP1, MMP3 et MM9 (Fisher and Voorhees, 1998) tout en
inhibant la transcription du pro collagene de type 1 (Rittié and Fisher, 2002). Il en résulte une
destruction de la MEC et plus spécifiguement du collagéne de type |, Il et lll par la MMP1 et la

MMP3 ainsi que du collagéne de type IV par la MMP9.

En ce qui concerne l'élastine, I'accumulation de matériel élastique anormal, phénomene
responsable de I'élastose solaire (DETAILLEE SECTION SUIVANTE), est une des principales altérations

de la peau lors du photovieillissement.
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B. LES MANIFESTATIONS DU VIEILLISSEMENT DE LA PEAU

Le vieillissement touche des molécules impliquées dans la signalisation cellulaire, la
transcription et l'intégrité cellulaire. Il est difficile d’établir clairement que ces changements

sont la cause ou la conséquence du vieillissement.

Il semblerait que, in vivo, les cellules devenant sénescentes avec les années qui passent, elles
s’accumulent dans les tissus et seraient a I'origine du déclin de I'intégrité et de la fonction de la
peau. En devenant sénescentes, les cellules sécretent des cytokines, enzymes ou facteurs de
croissance, induisant des modifications tissulaires, on parle d’'un phénotype sécrétoire associé a
la senescence (SASP senescence-associated secretory phenotype). La cellule devient alors
incapable de contréler son microenvirronnement et il peut y avoir induction carcinogéne ou
inflammatoire. Parmis les molécules sécrétées, on retrouve entre autre le facteur de
transcription NF-kB, I'IL-18 et CCN1 (angiogenic inducer protein 61 (CYR61)) (Campisi, 1998;
Rodier and Campisi, 2011; Tigges et al., 2014).

Nous concentrons ici notre exposé a la description des manifestations du vieillissement
touchant les 3 compartiments de la peau détaillés ici (épiderme, JDE et Derme) ainsi que les

deux types cellulaires principaux (kératinocytes et fibroblastes) (FIGURE 24).
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Atteintes épidermiques Atteintes dermiques
3 épaisseur M Epaisseur
N capacité de prolifération des kératinocytes N Fibroblastes
N des propriétés d’ adhérence A de synthése de matrice extracellulaire
Atteintes de la Jonction Dermo- Collagéne : 3 Synthese et A dégradation
Ep,idermigue Fibres élastiques altérées
Aplatissement de la JDE M Protéoglycannes & M Glycosaminoglycannes

Figure 24: différences histologiques observées au cours du vieillissement cutané (lllustration : these de

doctorat de Morgan Dos Santos — LSC)

1. ATTEINTE DES KERATINOCYTES ET DE L’EPIDERME

Kératinocytes : Il existe une relation inverse entre la durée de vie et le nombre de doublements
de kératinocytes et I'age du donneur. Ainsi les kératinocytes néonataux ont un doublement de
population de 50 alors que les kératinocytes adultes de 30. Le CFE est aussi impacté passant de
10% pour les kératinocytes jeunes a 0.01% pour les kératinocytes adultes. (Rheinwald and

Green, 1975).

Le vieillissement induit des altérations multiples de I'épiderme se traduisant notamment par

une diminution de I'épaisseur totale de I'épiderme sans toucher I'épaisseur de la couche
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cornée. Cette atrophie est liée a I'accumulation de kératinocytes sénescents ainsi qu’a la perte
progressive des ondulations au niveau de la JDE (Mestre-Deharo and Sayag, 1991).
De la couche la plus externe a la couche basale, on pourra observer que :

e Le stratum corneum ainsi que les cornéocytes ne présentent pas d’altérations
morphologiques avec I'age mais le profil lipidique modifié conduit a une diminution de la
fonction barriére. Les lipides, organisés en bicouche lamellaire ont pour propriété de
former une barriere hydrophobe limitant la perte de molécules d’eau. Lorsque la
quantité de lipide diminue, I'hydratation de la peau diminue aussi conduisant a la
sécheresse de la peau. (Saint Leger et al., 1988).

e Les couches suprabasales de I'épiderme ne subissent pas d’altérations morphologiques
évidentes a I'exception du nombre de couches diminue.

Enfin, les kératinocytes de la couche basale, non seulement perdent leur aspect palissadique,
mais présentent une disparité et une hétérogénéité de taille et de forme avec notamment
I"apparition de kératinocytes basaux de forme cuboide. C’est surtout leur capacité de
prolifération qui diminue. Il est en particulier démontré que, si le stock de cellules souches
épidermiques ne varie pas avec |'age, les KSC deviennent moins réceptifs aux stimulis provenant
du microenvironnement (Giangreco et al., 2008;Zouboulis et al., 2008). D’autre part, les
propriétés d’adhésion de I'épiderme au derme diminuent avec I'dge en raison de la diminution
de I'expression de I'intégrine B1, une des principales protéines impliquées dans I'adhésion des

kératinocytes basaux a la lame basale sous-jacente. (Varlet et al., 1998)

2. ALTERATION DE LA JONCTION DERMO EPIDERMIQUE

D’un point de vue histologique, c’est a la JDE que le vieillissement de la peau est le plus visible.
En microscopie optique et électronique, il est possible de voir un aplatissement de la JDE, une
nette diminution des papilles dermiques et une duplication de la lamina densa (Hull and Warfel,
1983; Naylor et al.,, 2011). La diminution des papilles dermiques entraine une baisse de la

surface d’échange ainsi qu’une baisse de la surface d’ancrage de I'épiderme au derme.
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Ces anomalies résultent de plusieurs processus moléculaire et cellulaires :

- La diminution des densités cellulaires avoisinantes (fibroblastes du derme
papillaire et kératinocytes) et des modifications moléculaires de la MEC du
derme sous-jacent.

- L'augmentation de l'activité des métalloprotéinases qui dégradent les
constituants de la JDE (Amano, 2009).

- La diminution puis la disparition des fibres oxytalanes et élaunines,
principales constituants des papilles dermiques, qui entrainent
I'aplatissement de la JDE.

- La diminution drastique du collagéne de type VII.

3. ATTEINTES DES FIBROBLASTES ET DU DERME

Le vieillissement a un impact aussi bien sur la composante cellulaire que sur la MEC du derme.

a) Fibroblastes
Le nombre de fibroblastes diminue avec I'age (Uitto, 2008). Comme nous l'avons vu il existe

différentes populations de fibroblastes. In vitro, les fibroblastes papillaires proliférent plus
rapidement et ont aussi une espérance de vie en culture plus longue que les fibroblastes
réticulaires, méme si ils proviennent du méme donneur et de la méme zone anatomique. Ces
variations peuvent expliquer la diminution du potentiel prolifératif des cellules du derme agé,
via I'augmentation de la proportion de fibroblastes réticulaires au détriment des fibroblastes
papillaires (Sorrell and Caplan, 2004).

Ainsi, les fibroblastes foetaux sont capables de 35 a 63 doublements de population cumulés
alors que les fibroblastes adultes ne sont capables que de 14 a 29 doublements (Hayflick and
Moorhead, 1961).

Avec les passages, les fibroblastes subissent aussi des changements structuraux : la cellule
sénescente a un plus gros noyau, une surface cellulaire altérée avec diminution de leur capacité

de synthése dont celle de la fibronectine (Dimri et al.,, 1995) d’ou une diminution des
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interactions cellules-substrat et cellules-cellules. Les fibroblastes sénescents montrent aussi une

altération des systémes de réparation de I’ADN. (Tigges et al., 2014)

Le derme est le siége d’une profonde désorganisation avec le vieillissement. De souple, la
matrice extracellulaire apparait dense, réticulée, rigide donc moins élastique et moins
vascularisée. Les changements les plus significatifs sont observés au niveau du derme papillaire.
Les principales caractéristiques du derme vieillissant sont des altérations des fibres de collagene
et du matériel élastique, ainsi que des modifications du contenu en protéoglycannes (Waller

and Maibach, 2006).

b) Les Collagenes

Le vieillissement affecte de maniére spécifique la synthése de collagéne de type | et lll ainsi que
leur proportion (ratio de 6/1 dans une peau jeune versus 3/1 dans une peau agée) (Lovell et al.,
1987). De plus il induit une augmentation de I'activité de certaines enzymes protéolytiques, les
MMP-1 ; MMP-2 et MMP-9, impliquées dans la protéolyse des fibres de collagéne; ainsi qu’une
diminution de I’expression des TIMPs (Tissu Inhibitor Matrix Protease), inhibiteurs de ces
enzymes protéolytiques. Cet accroissement relatif de I'activité protéolytique conduit a une
diminution globale de I'épaisseur du derme. C’'est dans le derme papillaire que la majorité des
changements ont lieu. Les fibrilles de collagéne deviennent granuleuses et les fibres plus

compactes. Elles se dissocient et s’orientent parallelement a la JDE.

c) Fibres élastiques

Dans I'organisme, a I'abri du soleil, le tissu élastique (TE) est trés peu dégradé. Il existe tout de
méme une faible proportion de dégradation durant la grossesse, la cicatrisation et le
vieillissement (Werb et al., 1982). Il est dégradé par les élastases, endopeptidases matricielles
qui existent sous 3 formes : les élastases a sérine généralement leucocytaires et pancréatiques ;
les élastases a métaux dont font partie les metalloprotéinases matricielles (MMPs) comprenant
les MMP-2, -7, -9 et -12 (Berton et al., 2000) ; et enfin les élastases a cystéine parmi lesquelles

on retrouve les cathepsines dont I'activité enzymatique dépend d’un pH acide a 5,5-6,5.
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La dégradation du TE entraine la libération de peptides d’élastine (PE) et de chimiokines
appelées matrikines (Duca et al.,, 2004). La libération des PE induit une acidification du
microenvironnement qui va activer les élastases et amplifier le phénoméene de dégradation.
(Antonicelli et al., 2007). En méme temps, les matrikines induisent la formation d’un
microenvironnement inflammatoire (Fulop et al., 2012) qui active la prolifération des
fibroblastes, et amplifie I'activation des élastases. Ces produits de dégradation sont retrouvés
dans les liquides biologiques (urine, plasma, lavage broncho-alvéolaire) ol ils peuvent étre
dosés (Faury, 2001). lls sont retrouvés a forte concentration lors de la dégradation
pathologique du TE (Frances and Robert, 1984; Robert et al., 1984) tel que dans les pathologies
pulmonaires chroniques avec pour conséquence une fibrose (Maclay et al., 2012; Pierce et al.,
1995; Turino et al., 2012); ou cardiovasculaires avec altération des vaisseaux sanguins dont la

dissection de I'aorte abdominale (Cattell et al., 1993; Isenburg et al., 2007; Tsamis et al., 2013).

(1)  Elastine & vieillissement chronologique

Au niveau de la peau, bien que ne représentant que 2 a 4% du volume du derme, le tissu
élastique subit des altérations précoces, profondes et irréversibles avec I'dge. Jusqu’a présent il
est classiquement admis que le nombre de fibroblastes et leur capacité de synthése diminue au
cours du vieillissement chronologique (Uitto, 2008), avec possible réactivation en condition
pathologique telle que la cicatrisation (Foster et al., 1983). Cependant les cicatrices montrent
une fibrose avec une MEC désorganisée et non élastique (Cohen et al.,, 2017; Maquart and
Monboisse, 2014). Dans le cas des bralures graves, la présence d’élastique n’est détectée
qgu’apres 2 ans dans les cicatrices (Raghunath et al., 1996).

C'est lors de la vie in utero que la synthése de tropoélastine est maximale. Chaque individu nait
avec son propre capital. Sa demi-vie, estimée a 70 ans, montre que son renouvellement est
quasi nul (Frances and Robert, 1984; Sherratt, 2009). A la naissance, les analyses en microscopie
électronique a transmission (TEM) montrent les fibres élastiques immatures laissant voir des
microfibrilles non completement recouvertes d’élastine amorphe. Autour de vingt ans, a
maturité, celles ci sont complétement recouvertes d’élastine amorphe (Pasquali-Ronchetti and

Baccarani-Contri, 1997). Alors le processus de |'élastogénese s’arréte (Wagenseil and Mecham,
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2007). Ensuite autour de 30-40 ans, bien que la quantité ne diminue pas, les fibres deviennent
plus rugueuses, compactes, denses, cassées, et elles se calcifient (FIGure 25) (Bouissou et al.,
1988; Pasquali-Ronchetti and Baccarani-Contri, 1997; Suwabe et al., 1999) et se chargent en
lipides (Robert et al., 2008). D’un point de vue macroscopique, au niveau du derme papillaire les
fibres oxytalanes disparaissent progressivement; et au niveau du derme réticulaire, le tissu
élastique perd ses microfibrilles externes, puis celles de toute la trame donnant de véritables

lacunes au sein des plages amorphes (EI-Domyati et al., 2002; TSUJI and HAMADA, 1981).

<10 ans
photoprotégé

45 ans
photoprotégé

>80 ans
photoexposé

Figure 25: Visualisation de [’élastine dermique par microscopie électronique a balayage et a
transmission chez un individu jeune photoprotégé (<10 ans — A/B/C) ; adulte photoprotégé (45 ans —

D/E/F) et 4ge photoexposé (>80 ans — G/H/1). (Mora Huertas et al., 2016; Suwabe et al., 1999)
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De plus, la racémisation spontanée de l'acide L-aspartique de la tropoélastine en son stéréo-
isomére D conduit a une altération de la structure (Bailey, 2001; Ritz-Timme and Collins, 2002).
Mais cette augmentation de la proportion du stéréo-isomeére D / L est mise a profit pour évaluer
I’age d’un tissu et méme dater des momies (Ohtani et al., 2005; Waite et al., 1999). Toutes ces
modifications dues au vieillissement changent la structure de la tropoélastine et la rende plus
accessible et sensible a I'élastase (Battie et al., 2014; Mora Huertas et al., 2016). Il ne faut pas

omettre I'activation de I'élastase par les ERO qui augmentent avec |'age (Cantor et al., 2006).

L'accumulation de glucose induit des réticulations non enzymatiques sur les résidus lysine et
arginine du collagene comme des fibres élastiques en formant des « AGE » (pour Advanced
glycosylation end products). Ce phénomene, la glycation, rigidifie les collagenes, et

probablement les fibres élastiques (Bailey, 2001; Paul and Bailey, 1996; Robert et al., 2009).

Bien qu’il soit admis que la synthése d’élastine diminue avec I'age, les résultats de gPCR ne
permettent pas de mettre en évidence de différences significatives avec le vieillissement
(Bernstein et al., 1994; Lacroix et al., 2007; Toyoshima et al., 1999). Une des limitations de cette
méthode d’analyse est I'absence d’information quant a la réticulation et la formation des fibres
matures. Pour aprocher la quantification des fibres avec I'age, 'immunobhistologie suivie soit
d’une évaluation visuelle de la qualité (organisation des fibres) et de la quantité des fibres
élastiques par classification histologique graduelle (Fantasia et al., 2013), soit par mesure du
pourcentage d’expression du marqueur recherché (élastine, fibrilline) par rapport a la surface
de derme peu étre utilisée (Robert et al., 1988; Suwabe et al., 1999). Elle permet de mettre en
évidence une diminution entre la naissance (1-20 ans), I’dge adulte (33-56 ans) et I'age sénior
(61-100 ans). Les techniques d’histologie montrent aussi que I'évolution des fibres élastiques
dépend non seulement de I'dge, mais aussi de la zone anatomique du prélévement et 'origine

éthnique du donneur (Fantasia et al., 2013; Langton et al., 2014).
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(2)  Fibres élastiques et photovieillissement

Si peu de données concernent le vieillissement chronologique, les recherches sur le
vieillissement photo induit ont été motivées du fait de son incidence sur l'initiation des cancers

cutanés.

Pour résumer, les UV induisent une altération du derme et particulierement du tissu élastique.
La richesse en acides aminés chromophores (Cysteine, Histidine Phenylalanine, Tyrosine et
Tryptophane) spécialement de la fibrilline, des fibulines, des LTBP ainsi que des LOX qui en
possedent autour de 20% en font des composés particulierement sensibles a la dégradation par
les UV (Sherratt et al., 2010). De plus, I'exposition aux UV entraine aussi I'activation des MMP-
2,-3,-9,-12 et -13, dégradant la MEC et spécifiquement la fibrilline 1 et la fibuline 5. S’ajoute a
cela toutes les modifications du microenvironnement qui ont été décrites précedemment et qui

amplifient dégradation.

Par ailleurs, nous avons vu que le gene codant pour la tropoélastine est soumis a un épissage
alternatif dont un des isoformes, le 26A provient d’un épissage alternatif régulé spécifiquement
par les radiations UV ou par une exposition a des températures élevées. Cela a été confirmé par
I’'analyse des ARNm de l'isoforme 26A dans la peau de donneur prélevée sur une zone photo
exposée ou non (Chen et al.,, 2009). Cet isoforme comprend une séquence supplémentaire

comprenant 33 acides aminés, appelé exon 26A (FIGURE 26).
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SANS RADIATION

Intron

. Gene : ELN T

Protéine : ELN... LGVGAGVPGLGVGAGVPGFGAVPGALAAAKAAKYGAA...

Epissage

AVEC RADIATION Intron

Geéne : ELN

EXON 26A

GTGCAGATGAGGGAGTTAGGCGGAGCCTGTCCCCTGAGCTCAG
GGAAGGAGATCCCTCCTCCTCTCAGCACCTCCCCAGCACCCCCTC .
ATCACCCAGGG Epissage alternatif

Protéine : ELN...PGFGAGADEGVRRSLSPELREGDPSSSQHLPSTPSSPRVPGAL...

Figure 26: épissage alternatif de la tropoélastine en présence ou absence de radiation UV — traduit de

(Weihermann et al., 2017)

OR, C--et isoforme 26A ne peut étre réticulé par les LOX et les fibres élastiques non
fonctionnelles produites s’accumulent dans le derme sous forme d’élastose solaire (Bedell-
Hogan et al., 1993; Chen et al., 2009). Le lysozyme a été détecté dans les fibres élastiques d’une
peau présentant une élastose solaire, un pseudoxanthoma elasticum, mais pas dans les fibres
élastiques d’une peau native (Albrecht et al., 1991; Mera et al., 1987). Ce dépd6t de lysozyme sur
les fibres élastiques fragmentées par les UV entraine I'inhibition de la dégradation par I'élastase
et donc son accumulation par absence de recyclage (Seite et al., 2006; Suwabe et al., 1999).

Bien que peu étudiés, les autres acteurs de |'élastogénése peuvent étre dérégulés avec le
vieillissement. Ainsi, la synthése de la fibrilline 1 et des fibulines 2 et 5 diminue au cours de la
vie, mais elles ont tendance a s’accumuler avec le photovieillissement (Ashworth et al., 1999;

Hunzelmann et al., 2001; Kadoya et al., 2005). Les microfibrilles associated glycoprotéines, et
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particulierement la MAGP-1 est diminuée dans le derme avec I'dge et le photo vieillissement

(Zheng et al., 2013).

Le vieillissement cutané est donc complexe, et au coeur de la préoccupation d’une grande partie
des chercheurs en dermo-cosmétique. L’exploration des mécanismes via I’histologie ou la
biologie moléculaire sur des biopsies de peau native humaine est une premiére étape, une
étape de référence, mais n’est pas suffisante. Des modeles d’études innovants exposés dans le

chapitre suivant sont donc nécessaires.
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CHAPITRE N°2

LES DIFFERENTS MODELES D’ETUDES DU
VIEILLISSEMENT CUTANE
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L. MODELES DE PEAUX RECONSTRUITES EN 3D

La culture des kératinocytes sur couche nourriciere de fibroblastes irradiés (Rheinwald and
Green, 1975) a permis leur amplification jusqu’alors impossible au-dela de la primo culture. Elle
a permis I'essor des techniques pour le traitement des grands brilés et des plaies chroniques
(Gallico et al., 1984). Nous concentrerons notre exposé sur le développement des modeles

tridimensionnel de peau reconstruite.

La recherche sur les modeles de peaux reconstruites (PR) a été motivée par des raisons
médicales mais également suite a l'interdiction en 1998 d’utiliser I'expérimentation animale
pour tester I'efficacité des produits cosmétiques (Directive 93/35/CEE, 1993; Official Journal of
the European Community [JOCE], L 151, p. 32 ; European cosmetic settlement n°1223/2009).
C'est a la fin des années 90 que les différents modeles de PR ont été développés avec pour point
commun: un épiderme reconstruit, pluristratifié, différencié grace a la culture a l'interface
air/liquide (Pruniéras et al., 1983). Leurs différences reposent sur la présence ou non d’une
partie dermique et si oui, sur sa qualité. Ainsi les épidermes reconstruits sont cultivés sur
différents supports biologiques ou synthétiques et les PR sont caractérisées par leur partie
dermique générée par I'ensemencement de fibroblastes. Nous citerons les épidermes
reconstruits et ne développerons que les ensembles dermo-épidermiques qui sont au cceur de

ce travail.

Parmi les différents modeles de PR, les premiers développés ont utilisés des supports poreux
dans lesquels les fibroblastes adherent, proliferent, migrent et synthétisent leur propre MEC. La
présence de Vitamine C, co-facteur de la prolyl-hydroxylase et des LOX, permet la fibrillogénése

du collagene le rendant insoluble ainsi que I'élastogénése (Shimizu et al., 1965).

Concernant les épidermes reconstruits, brievement, les kératinocytes sont ensemencés sur un
insert de polycarbonate (Rosdy and Clauss, 1990) ou sur un support biologique tels que du
collagéne de type IV (Tinois et al., 1991), ou un derme désépidermisé. L'inconvénient majeur de
ce genre de modele est le manque d’interaction de I'épiderme avec le derme via la jonction

dermo-épidermique. Des modeéles de peau totale, comprenant le derme et I'épiderme ont par la
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suite été développés, I'avantage est qu’ils ont une durée de vie plus longue que les épidermes
reconstruits grace aux interactions entre les deux compartiments.
Les différents modeéles de PR seront décrits dans leurs grandes lignes et I'accent sera porté sur

les deux modeéles développés au laboratoire et qui ont été utilisés dans ce projet.

A. MODELE DE BELL DANS UN GEL DE COLLAGENE

Le modeéle de Bell, précurseur, est un ensemble dermo-épidermique dans lequel une solution de
collagéne bovin de type | est transformée en gel solide lorsque sont incorporés des fibroblastes
vivants (Bell et al., 1981). Au fur et a mesure de la culture, le gel de collagene se rétracte.
Cependant, cette rétractation, induit la sécrétion de MMP par les fibroblastes qui entraine la
dégradation du gel de collagéne et donc de I'ensemble. La rétractation du derme équivalent
(DE) est directement proportionnel au nombre de fibroblastes présents. L'ajout d’un gel de
fibrine ou d’acide hyaluronique estérifié permet de pallier au probléme de dégradation du gel.
L’ensemencement des kératinocytes a la surface ainsi que l'interface air/liquide (A/L) conduit
donc a une PR totale avec un épiderme possédant toutes les structures d’adhérence. (Bell et al.,
1981 ; Bell et al., 1983 et Coulomb et al., 1983). Cependant, bien que tous les composants de la
membrane basale aient été retrouvés, |'organisation ultra structurale de la JDE n’a pas été
démontrée. Ce modele a été commercialisé par la société Organogenesis mais il a été retiré du
marché. En effet, la rétractation et la durée de vie limitée de ce modeéle sont des inconvénients
qui ont été rédhibitoires a leur commercialisation, mais ils sont toujours utilisés dans les

laboratoires de recherche.

B. MODELE SUR TREILLIS DE NAUGHTON

Dans ce modele, 'ensemencement de fibroblastes de prépuce est réalisé sur une trame de
nylon préalablement traitée afin de permettre la culture. Ainsi les fibroblastes adherent et

proliféerent rapidement a la trame, puis synthétisent une MEC riche et abondante composée de
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collagéne de type | et Il ainsi que de GAG qui remplissent les trous du treillis (Slivka et al., 1993).
Comme précédemment, I'ensemencement de kératinocytes en surface suivi de |'élévation a
l'interface A/L permet d’obtenir une peau reconstruite. Cependant, bien que les microfibrilles
de type fibres élastiques aient été mises en évidence, il n'en est pas de méme pour I'élastine.
L’avantage de ce modele est I'absence de rétraction lié a la présence d’un support rigide, mais
sa finesse le rend difficile a manipuler. Qui plus est la trame de nylon peu compliquer les
analyses histologiques.

Ce modele a été commercialisé par la société ATS (Advance Tissue Sciences) pour les essais
pharmacotoxicologiques. Il a aussi été retiré du marché car il a une durée de vie limitée et a été
développé ensuite sous le nom de Dermagraft pour des applications cliniques. A cet effet, la
trame de nylon a été remplacée par une trame d’acide polyglycoligue biocompatible et

biorésorbable.

C. MODELE SUR SUPPORT POREUX

Le premier modéle a été développé a partir d’un substrat dermique a base de collagene bovin
de type | et lll et de chondroitine sulfate, réticulés par le glutaraldéhyde (Yannas et al., 1980). La
réticulation permet de garantir 'absence de rétractation du DE. Elle s’effectue aprés
lyophilisation du gel et permet de lier les molécules de collagéne entre elles par des liaisons
covalentes, ce qui rend le collagene insoluble et apporte une solidité au DE. Aprés colonisation
du DE par les fibroblastes, I'ensemencement des kératinocytes a la surface et enfin I'élévation a
I'interface A/L, on obtient un ensemble dermo-épidermique vivant trés proche de la peau
normale (Boyce et al., 1990). Cependant, le glutaraldéhyde étant toxique il a vite été remplacé
par une réticulation avec d’autres procédés de nature physiques (Koide et al., 1993), chimiques
(Ebersole et al., 2010; Tiollier et al., 1990) ou ionique (Echinard et al., 1989).

Un nouveau modele de collagéne réticulé ioniquement a été développé et breveté dans notre
laboratoire. Il est constitué de collagéne bovin de type |, de chondroitine 4- et 6-sulfate, et de
chitosan. Le chitosan est un polysaccharide polycationique composé de N-acétyl-D-glucosamine,

qui permet d’établir des liaisons ioniques avec le collagene et les chondroitines sulfates.
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Les fibroblastes ensemencés a la surface du substrat dermique migrent dans la structure
poreuse et synthétisent une MEC riche et abondante. L’épiderme présente une organisation
physiologique avec les 4 couches exprimant spécifiquement les diverses protéines (kératines,
loricrine, involucrine, filaggrine, ...), ainsi qu’une JDE (composée de collagéne type IV, VIl et
laminine 3.3.2, hémidesmosomes) trés proche de celle de |la peau normale (FIGURE 27).

Toutes les protéines de la MEC du derme recherchées ont été retrouvées dans ce modéle, mais
surtout avec une organisation ultrastructurale proche de la peau humaine: fibres de collagene
regroupées en faisceaux (Berthod et al., 1996), dépots de collagene de type |, III, IV, V, VI, XII,
XIV, de fibronectine, décorine, acide hyaluronique (Berthod et al., 1996; Metral et al., 2014; Dos
Santos et al., 2015), élastine (Cerimele et al., 1990), fibulline-5, fibrillin-1 et, enfin, lysyl oxydases
LOX et LOXL (Noblesse et al., 2004). Ce modele est donc considéré comme un modéle de
référence car tres proche d’un point de vue de sa composition, de sa physiologie et de son
organisation de la peau normale humaine. Sa culture peut étre prolongée pendant 4 mois
permettant ainsi d’obtenir un modeéle de sénescence in vitro trés proche du vieillissement in

vivo.
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Figure 27 : protocole simplifié de la production des peaux reconstruites selon le modéle sur éponge de
GAG-Collagéne I-chitosan (panel de haut). Images représentatives de I’histologie de I'épiderme, du

derme et de la jonction dermo épidermique (panel du bas)

Ce modele est évolutif puisqu’il peut étre enrichi avec I'ajout de cellules cutanées autres que les
kératinocytes ou les fibroblastes. Ainsi, incorporés a I'épiderme, les mélanocytes permettent
d’avoir de la peau reconstruite pigmentée PRP (Nakazawa et al., 1997, 1998), les cellules de
Langerhans provenant de différenciation de cellules souches hématopoiétiques (CSH) CD34+
donnent de la peau reconstruite immunocompétente PRI (Dezutter-Dambuyant et al., 2006).
Dans le derme, des cellules endothéliales provenant de la différenciation des CSH du cordon

ombilical permettent d’avoir une peau reconstruite endothélialisée PRE dans laquelle les
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cellules se regroupent en structures tubulaires (Auxenfans et al., 2012). Aujourd’hui, des cellules

endothéliales micro-vasculaires sont utilisées (Black et al., 1998; Hudon et al., 2003).

Ce modele versatile permet plusieurs alternatives pour étudier le vieillissement cutané:

R/

«* La_ culture prolongée de ce modeéle permet de mettre en évidence certaines

caractéristiques du vieillissement chronologique sans variations interindividuelles
(FIGURE 28).
Si 'on s’intéresse dans un premier temps a I'épiderme, on retrouve a partir de 60 jours la
diminution du nombre de cellules exprimant Ki67, PCNA, P63, marqueurs de cellules
prolifératives, associé a la diminution de I'épaisseur de |’épiderme. A ces diminutions,
s’associent des anomalies de la différenciation terminale dont I'expression de I'involucrine, la
filaggrine, et la loricrine dans les couches suprabasales. Dans notre modele, I'altération du
processus de différenciation kératinocytaire entraine une altération de la fonction barriére de la
couche cornée, phénoméne également retrouvé in vivo durant le vieillissement de la peau
(Cerimele et al., 1990; Roskos and Guy, 1989).
Concernant la JDE, la structure reste bien conservée jusqu’au 120%™ jour ou I'on observe alors
une duplication de la lamina densa, altération typique d’une peau agée (Makrantonaki and
Zouboulis, 2007; Hull and Warfel, 1983).
Comparativement a ce qui a été décrit in vivo, nous avons observé une augmentation de
I’'expression de p16INK4a dans les couches basale et suprabasales de I’épiderme (Dos Santos et

al., 2015), supportant le processus de sénescence cellulaire est bien retrouvé dans notre modeéle

(Ressler et al., 2006; Sharpless, 2004; Waaijer et al., 2012).
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Figure 28: Caractérisation histologique des peaux reconstruites sénescentes entre j42 et j120, suivie par
la morphologie de la peau, la prolifération des cellules de I'épiderme, I'expression de protéine

d’adhésion, de différenciation et de sénescence (Dos Santos et al., 2015).

Ces résultats confirment que ce modeéle obtenu par rallongement du temps de culture permet
d’imiter fidelement le vieillissement chronologique observé dans une peau humaine normale
prise comme témoin. Ce modele est donc pertinent pour étudier les processus biologiques

impliqués dans le vieillissement ainsi que pour tester de nouvelles molécules anti-vieillissement.

*

+»» L'utilisation de cellules (kératinocytes et fibroblastes) issues de donneurs d’ages

différents est une possibilité mais la trés grande variation interindividuelle provenant du
patrimoine génétique des cellules de donneurs différents est un biais potentiel qui limite

leur utilisation.

En effet, chaque individu posséde son propre background génétique et épigénétique, processus
non contrdlable et qui pourrait influencer les réponses biologiques obtenues. De plus, le mode
de vie, le climat, I'hygiéne de vie, I'exposition aux UV ou au tabac, interviennent sur la
« qualité » des cellules. C'est pourquoi, les cellules provenant de 2 donneurs différents du

méme age peuvent évoluer différemment en culture. Pour étre fiable, il faudrait pouvoir
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analyser les réponses des cellules obtenues avec un grand échantillonnage de donneurs de

chaque age.

De facon globale, la « destinée » d’'une PR est son vieillissement, la variable est la vitesse a
laquelle la sénescence est atteinte. La sénescence réplicative démontrée avec les cellules de
donneurs d’age différent a pu étre confirmée avec les cellules d'un méme donneur qui a eu le
courage de prélever des biopsies de sa peau au cours de sa vie et d’en extraire les fibroblastes. Il
a été démontré que les fibroblastes ont un doublement de population cumulé (CPD) qui

diminue lorsque I’age augmente (Kaji et al., 2009).

A. MODELE SANS SUPPORT

Le modele sans support repose sur la réticulation du collagéne en présence de vitamine C pour
permettre I'auto-assemblage des fibroblastes en DE (L'Heureux et al., 1999). L’épaisseur du
feuillet dépend directement de la quantité de MEC sécrétée par les fibroblastes. Le dépot de
cette matrice composée principalement de collagéne est maximal aprés 3 semaines de culture.
Le DE est épidermisé par des kératinocytes aprés 3 a 5 semaines de culture. Comme dans les
autres modeles, I'élévation a l'interface A/L permet la stratification et la différentiation
terminale de I'épiderme (Michel et al., 1997). A ce stade, la jonction dermo-épidermique est
continue, composée des protéines de la JDE dont le collagene de type IV, VIl et de laminine et
suivant I'organisation ultrastructurale de la membrane basale de la peau native.

De facon similaire au modele sur support poreux, dans le derme il est possible de retrouver les
protéines principales de la MEC telles que le collagéne de type | et Ill, la fibrilline, I’élastine, la
fibuline-5 entre autres, ainsi que dans I'épiderme Ki67, les différentes kératines et protéines de

la différenciation épidermique.

Ce modele sans support est peu contraignant car il ne nécessite pas de biomatériaux. Qui plus
est 'absence de support poreux permet d’éviter les inclusions épidermiques dans le derme

lorsque la présence de MEC est insuffisante. La maturation de la peau totale est assez longue
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mais en revanche, I’'homéostasie du tissu est bien conservée durant 20 semaines, ce qui permet

des tests de toxicité ou d’innocuité sur le long terme (FIGURE 29).

Fibroblasts

.

Ensemencementl Proliférationt Ensemencementf Interfacefir/
fibroblastest fibroblastes®a kératinocytest liquidel
Synthese@iel
MECE

Figure 29 : protocole simplifié de la production des peaux reconstruites selon le modéle auto-assemblé
sans support (panel de haut). Images représentatives de I'histologie des peaux reconstruites sans
support au cours du temps (panel du bas). Il est possible d’observer une grande stabilité de I'épiderme et

du derme au cours du temps.
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II. LES MICRO ARNS

Les micro-ARNs (miRNAs) ont été découverts en 1993, ce sont des ARNs interférents endogenes
a la cellule de 20-22 nucléotides, transcrits a partir du génome.

Le génome humain est composé d’une grande portion d’ADN dit « non codant » (introns et
régions intergéniques). Cependant, la tres forte conservation (Shabalina et al., 2001) de cette
partie du génome avec |'évolution ainsi que sa transcription (Sun and Wu, 2015) suggére un réle
fonctionnel de ces ARN non codants. Ces ARN non codant auraient donc une fonction de

régulation qui est nécessaire a I’évolution.

Il existe plusieurs type de miRNAs : intergéniques (localisés a I'extérieur des régions génomiques
et possédent leur propre promoteur), intragéniques intronique ou exonique (transcrits a partir
d’une séquence génomique incluse dans une séquence codante ou non pour un gene). Par
ailleurs, environ un tiers des miRNAs chez les mammiféres sont regroupés en « clusters » et

transcrits en un seul transcrit primaire (pri-miRNA) (Han, 2004; Lee et al., 2011, 2004).

Les miRNA régulent I'expression de protéines cibles en s’appariant de maniere spécifique aux
ARN messagers, inhibant ainsi leur traduction ou entrainant leur dégradation. Ils sont donc
impliqués dans la plupart des processus cellulaires comme la prolifération, la différenciation, la
communication cellulaire et la réponse au stress.

La majorité des miRNA sont transcrits par I’ARN polymérase Il sous la forme d’un long transcrit
primaire pri-miRNA. La transcription des miRNA introniques est régulée par le gene hote
(Rodriguez et al., 2004) alors que les miRNA intergéniques possedent leur propre promoteur
(Monteys et al., 2010).

Le pri-miRNA est caractérisé par une tige d’ARN double brin d’environ 30 nucleotide présentant
des mésappariement, une boucle et des fragments d’ARN simple brin de part et d’autre de cette
structure tige/boucle (FIGURE 30). Il est clivé localement par Drosha, une RNase de type lll, pour
libérer les structures tige-boucle, on obtient alors les pre-miRNAs. Les pre-miRNAs générés
dans le noyau par clivage sont exportés activement dans le cytoplasme, ou a lieu un deuxieme

clivage par une autre RNase lll, Dicer. Le duplex miRNA-miRNA correspond a la partie inférieure
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de la « tige » du pre-miRNA débarrassé de la boucle. L'un des deux brins du duplex miRNA-
miRNA, est appelé le brin « guide » ou miRNA mature, et est incorporé au sein d’'un complexe
RISC, rejoignant ainsi la voie « interférence a ARN ». Il existe des pre-miRNAs donnant des
miRNAs matures provenant des deux brins distingués par la notation miR-x-3p (brin 3’) et miR-x-
5p (brin 5’). (Daugaard and Hansen, 2017)

On parle de complexe RISC un ensemble moléculaire pour éteindre I'expression de génes cibles
par divers mécanismes comme la dégradation de I’ARNm ou la répression de la traduction. Un
complexe RISC est caractérisé par la présence d’une protéine effectrice de la famille Argonaute

et d’un petit ARN (siRNA, miRNA entre autres) servant de guide en s’appariant a un ARN cible.

RNA Pol i1
O I—'> miRNA-duplex
/ Agol-4
Pri-miRNA - o
AAAAAR miRISC
\ [ T
Microprocessor

Translational repression
and mRNA decay

Nucleous Cytoplasm

Figure 30: biogénése des micro ARN (Daugaard and Hansen, 2017). Les microARNs sont transcrits par
I'ARN polymérase Il en longs pri-miRNA, clivé par Drosha RNase Ill pour donne le pré-miRNA. Ce dernier
sera exporté vers le cytoplasme, ou il est ensuite traité par une autre enzyme RNase lll, Dicer, qui
débarrasse le double brin d’ARN de la boucle. Le microARN simple brin sera incorporé au miRISC pour

induire sur I’ARNm cible une induction ou une répression de la traduction.
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Les miRNA sont impliqués dans la morphogénése de I'épiderme et particulierement dans la
formation de la fonction barriere. Des souris KO conditionnel de DICER dans les cellules
progénitrices de I'épiderme présentent une déshydratation sévere conduisant au déceés ; associé
a un épiderme hyper prolifératif présentant un nombre de cellules Ki67 et K5 positives bien plus
importantes et donc une différenciation de I'épiderme altérée (Yi et al., 2006). Ces résultats
montrent que les miRNA sont importants pour la morphogénese de I'épiderme et le contréle

de la balance prolifération/différenciation au niveau des kératinocytes de la couche basale.

L’homéostasie de I'épiderme résulte d’un équilibre entre la prolifération et la différenciation
des kératinocytes. Sur la base de ces observations, de nombreux auteurs ont regardés les profils
d’expression des miR dans des kératinocytes proliférant ou entrés en différenciation apres ajout

de calcium dans le milieu de culture (Hildebrand et al., 2013).

Aussi les microARNs sont aussi impliqués dans des processus tel que la cicatrisation (Banerjee et

al., 2011; Herter and Xu Landén, 2017).

La mise en évidence du role et de la régulation des microARN pour I'organisme dans des
situations physiologiques comme pathologiques est tres récente. En particulier dans le cas du
vieillissement cutané, ou les microARN ont une place importante dans la mise en place de
I’épiderme durant le développement de I'organisme ainsi que dans son homéostasie durant le
vieillissement cutané (Horsburgh et al.,, 2017). Ainsi une meilleure compréhension des
mécanismes de régulations via les microARN ouvre des perspectives dans le développement de

traitement anti-age.

Apres avoir passé en revue la peau sa structure et son vieillissement, ainsi que les modeéles in

vitro et in silico pour I'étude du vieillissement, la 3¢ partie de cette introduction
bibliographique sera consacrée au sélénium, élément trace essentiel pour I'organisme et son

potentiel réle dans la prévention du vieillissement cutané.
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CHAPITRE N°3

SELENIUM, ELEMENT TRACE ESSENTIEL ET
PREVENTION DU VIEILLISSEMENT
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Cette partie bibliographique présente une synthése générale des connaissances sur le sélénium : ses
propriétés et son métabolisme ; ses sources alimentaires, et les conséquences de sa déficience sur la
santé humaine. Une attention particuliere est également portée aux sélénoenzymes, protéines
catalytiques pour lesquelles le sélénium est indispensable. Cette revue de la littérature peut paraitre
exhaustive mais nécessaire pour la compréhension de notre problématique initiale de I'utilisation du

sélénium en prévention du vieillissement cutané.

L. PROPRIETES & METABOLISME

Le sélénium a été identifié en 1817 par le physico-chimiste suédois Berzelius, lors de recherches
entreprises pour comprendre une soudaine maladie mystérieuse dont souffraient les ouvriers d’une
usine de fabrication d’acide sulfurique. En effet, la production d’acide sulfurique était réalisée via une
réaction d’oxydation et un milieu comportant du sélénium. Son abondance conduit a une toxicité
cellulaire, mais il est néanmoins nécessaire car une carence engendre des effets dramatiques et
délétéres. Le sélénium est aujourd'hui considéré comme un élément trace absolument indispensable
a ’'hnomme, le seul inscrit dans le code génétique sous forme de sélénocystéine (SeCyst) (Rayman,
2012). La sélénocystéine est présente dans les 25 sélénoprotéines identifiées a ce jour dans le
sélénoprotéome humain (Kurokawa and Berry, 2013). Il est cependant présent sous différentes
formes; organique ou inorganique dans notre environnement (FIGURE 31):

e ['acide sélénieux (H2SeO3) et l'acide sélénique (H2SeO4) représentent les formes
inorganiques, et sont deux acides solubles dans I’eau qui permettent d’obtenir respectivement
les sels de sélénite et de sélénate de sodium. On retrouve ces formes chimiques au niveau du
sol et dans I'eau.

e Les formes organiques du sélénium sont représentées par les levures séléniées et les acides
aminés séléniés: la sélénométhionine (Se-Met) et la sélénocystéine (Se-Cys). La
sélénométhionine est principalement retrouvée dans les plantes, alors que la sélénocystéine

est retrouvée majoritairement dans les tissus humains.
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Figure 31: différentes formes chimiques du sélénium, ici les levures séléniés ne sont pas représentées.

Les besoins journaliers en sélénium d'un étre humain de 50 a 200 pg, sont apportés par
I'alimentation, oU il est principalement présent sous forme organique (sélénométhionine et
sélénocystéine), particulierement dans les aliments riches en protéines. Le sélénium minéral (sélénite,

sélénate) est trouvé dans les eaux de boissons et dans la plupart des compléments alimentaires.

In vivo, le sélénium présente une dualité d’effets liée a la dose absorbée. C'est en 1295 que Marco
Polo, lors de sa progression en Chine occidentale, remarqua que les chevaux suite a la consommation
d’astragale, plante accumulatrice de sélénium, perdaient leurs sabots et mourraient de sélénose. De
plus, dans cette partie de la Chine, le sol est trés riche en sélénium. C'est pourquoi, historiquement,
chez 'homme, le sélénium avait mauvaise réputation. C'est Klaus Schwarz, un Allemand, qui a défini

pour la premiére fois en 1957 le sélénium comme élément trace essentiel pour la santé humaine. Il

est désormais reconnu qu’une carence en sélénium pouvait étre la source de pathologies et que la
couverture des besoins par des apports nutritionnels était indispensable a la santé.
Il y a une accumulation préférentielle du sélénium dans le cerveau, la thyroide, la glande pituitaire, le

foie, le coeur, les muscles et les globules rouges (Myriam et al., 2006).
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Brievement, le cycle du sélénium comprend son absorption, sa distribution, son métabolisme et son
élimination (FIGURE 32).

L’absorption du sélénium est réalisée dans le corps humain via deux voies d’assimilation:

R/

% Au niveau de la peau, la voie transcutanée est sous l'influence de la température, de

I’hydratation de la peau, de la présence d’autres composés chimiques

++ La voie digestive, voie principale d’absorption du sélénium, est étroitement liée a la forme
chimique du sélénium (FIGURE 32) :
- Les aminoacides séléniés, sélénométhionine et sélénocystéine sont absorbés dans
I'intestin gréle comme tous les acides aminés
- Le sélénate de sodium est absorbé par un mécanisme de transport identique a celui du
sulfate
- Le sélénite de sodium, lui est assimilé par diffusion passive.
Toutes les formes physiques de sélénium, une fois dans le sang constituent le pool de sélénium. Il est
alors transporté sous forme de sélénoenzymes (sélénoprotéines P pour 50% et glutathion peroxydase
pour 15%) (Myriam et al., 2006). L'incorporation dans les sélénoprotéines représente la principale

voie de métabolisme du sélénium.
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Figure 32 : schéma simplifié du mécanisme de I'absorption du sélénium (adapte de (Myriam et al., 2006)

Le sélénium non absorbé est ensuite éliminé par voie urinaire (60%) ou dans les feces (35%). La part
du sélénium cutané et donc la voie de passage du sang vers la peau est encore a ce jour peu analysée

et donc mal connue.

[I. LES SELENOENZYMES

C'est principalement grace a des approches in silico, que les 25 sélénoenzymes humaines constituant
le sélénoprotéome ont pu étre déterminées (Driscoll and Chavatte, 2004; Kryukov et al., 2003;
Lescure et al., 2002) (TABLEAU 6)

Elles forment une famille non pas au sens de leur homologie de séquence mais par leurs propriétés
physico-chimiques communes et par leur implication dans des fonctions biologiques similaires.

Les selenoenzymes sont des protéines contenant dans leur structure le sélénium sous la forme de
sélénocystéine ou de sélénométhionine. Le sélénium régule sa propre incorporation dans les
sélénoenzymes en 6 étapes: la transcription, le traitement au niveau du noyau, I'exportation du
noyau, la translation, la stabilité des ARN messagers ainsi que la synthése protéique. Il agit

principalement lors de la translation et en post translation. Les différentes enzymes peuvent étre
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groupées en familles et seront listées en détail TABLEAU 6 ci-apres.

Brievement :

> La famille des glutathions peroxydases (GPx), premiéres sélénoprotéines de mammifére
identifiée en 1973 (Flohe et al., 1973; Rotruck et al., 1973). Cette famille comporte 4 enzymes,
dont le role est de détoxifier les cellules et tissus des peroxydes et hydropéroxydes (FIGURE
33). Elles constituent la protection principale de I'organisme contre les radicaux libres et le
stress oxydant. L’activité enzymatique est directement proportionnelle a I'apport en sélénium,
d’ou le lien étroit entre carence en sélénium et stress oxydant (Arthur, 2000). Il semblerait que
les selenoenzymes de la famille des glutathions peroxydases sont en lien avec le vieillissement;
une étude de cohorte a montré une relation inverse, significative et indépendante entre

I’activité de la GPx sérique et I’age (Espinoza et al., 2008).

NADPH + H* ' ROOH + H”
@Se ROH
) @ SeOH
/ R’-SII
-Se SR’ z

Figure 33: diagramme des chaines de réactions de détoxification via les enzymes de la famille des glutathions
peroxydases. Les GPx obtiennent des électrons du NADPH, via la glutathion réductase (GR) et le glutathion
(GSH forme réduite, GSSG forme oxydé), pour catalyser la réduction du peroxyde d'hydrogéne et des

hydroperoxydes organiques, protégeant ainsi les cellules contre les dommages oxydatifs.

> Les enzymes de la classe des thiorédoxines réductases (TrxR) utilisent le NADPH pour la
réduction de son substrat, la thiorédoxine (Trx). La forme réduite de la Trx permet la réduction
de nombreuses molécules cibles. Avec le NAPDH, la Trx et la TrxR forment un systéme
cellulaire utilisé dans de nombreux processus biologiques dont la réduction des

ribonucleotides essentiels a la synthése de I’ADN, dans le maintien de la balance
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réduction/oxydation dans les cellules, dans la régulation de I'activité des facteurs de

transcription ainsi que dans la régénération des systémes antioxydants.

S
NADPH + H* @( l Macro molecules‘
Se

/SH Small molecules -
NADP* @ AN
Se + H*

Figure 34 : transfert d'électrons du NADPH par des thiorédoxine réductases (TrxR) sur différents substrats. Les
substrats peuvent étre des macromolécules dans lesquelles les liaisons disulfures jouent des réles critiques

dans la régulation de leurs fonctions, mais également des composés de bas poids moléculaire.

> Les déiodases sont des enzymes régulatrices du métabolisme des hormones thyroidiennes.
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III. SOURCES DE SELENIUM ET COUVERTURE DES BESOINS

La quantité de sélénium nécessaire a I'organisme doit permettre une activité optimale des
sélénoprotéines. En moyenne, les apports devraient étre autour de 60 pg par jour, soit environ
de 1 pg par kilo et par jour. Cependant, il existe des populations a risques qu’il serait
souhaitable de complémenter : les personnes agées, les personnes atteintes de malabsorption
intestinale ou nourries exclusivement par voie intraveineuse, celles souffrant d’infections virales
séveres ou de cancers.

Le sélénium est apporté par I'alimentation et la boisson, son apport dépend donc de la teneur
des aliments et des quantités ingérées. Les aliments protéiques sont les plus riches en
sélénium : viandes, poissons, crustacés, abats, céréales et noix du Brésil comme le montre le
TABLEAU 7. Par contre, les végétaux en contiennent peu, sauf certaines plantes accumulatrices

ou les céréales dites compleétes.

Tableau 7: Concentration en sélénium de catégorie alimentaire selon I'INRA (Leblanc et al., 2004)

Teneur en sélénium Type d’aliment [Se] moyenne Forme de sélénium
Volaille, gibier & abats 184 ug/kg sélénocystéine
Trés riches Poisson 170 pg/kg Sélénocystéine/ sélénométhionine
Noix du brésil 303 80 pg/g sélénométhionine
Charcuterie 118 pg/kg sélénocystéine
Viande 95 ug/kg sélénocystéine
Riches CEufs 40 pg/kg sélénocystéine
Fruits secs & oléagineux 48 ug/kg
Légumes secs 60 ug/kg
Légumes 17 ug/ke Sélénejtcle / séllém')cy'stéine/
Pauvres sélénométhionine
Pain blanc 16 pg/kg Sélénate / sélénométhionine
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Aujourd'hui, la prise de complément nutritionnel est a I'origine d’une part non négligeable a ces
apports. Mais il ne faut pas oublier que la variabilité des bienfaits d’'une supplémentation en
sélénium est souvent liées a la forme chimique des suppléments, a la dose administrée, a la
forme galénique, au statut de I'individu en sélénium et en antioxydants et enfin a I'association

du sélénium avec d’autre composés pour un effet synergigue ou antagoniste.

[V. SELENIUM ET SANTE : UN LIEN AMBIVALENT

La FIGURE 35 représente le role ambivalent du sélénium en fonction de sa concentration dans
I'organisme. L'impact sur la santé humaine sera présenté en fonction d’une dose physiologique, d’une

carence ou d’un sur dosage.

Zoned'apparts
nuritisnnels

Réponse

selénoenymes

. .

Métabolites
s2lenies

Zone nutritionnelle Zone supra- Zone taxigue
nutritionnelle

Figure 35: modélisation de la réponse organique a la concentration en sélénium (traduit de Combs and

Gray, 1998)
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A. ROLE PHYSIOLOGIQUE

Il existe un lien direct entre la couverture des besoins en sélénium, la fonctionnalité des
sélénoprotéines, et les effets bénéfiques pour ’homme. (Duntas and Benvenga, 2015; Roman et

al., 2014). Les effets bénéfiques du sélénium sont liés a ces divers roles.

1. ROLE ANTIOXYDANT

Les sélénoprotéines jouent un rdle clé dans la protection des cellules et de leurs constituants
contre I'attaque radicalaire, en préservant I'intégrité membranaire et en réduisant la probabilité
de propagation de |ésions oxydatives a des biomolécules telles que les lipides, les protéines et
I’ADN (Labunskyy et al., 2014). Les glutathions peroxydases détoxifient les peroxydes
d’hydrogene et hydroperoxydes organiques. Les thiorédoxines réductases jouent un rodle
essentiel dans les processus antioxydants, en réduisant les ponts disulfures intramoléculaires, et
en catalysant la régénération de la forme réduite de substances telles que vitamines C et E. Les
sélénoprotéines P assurent, en synergie avec d’autres molécules de nature enzymatique
(superoxyde dismutase, catalase) ou non enzymatique (vitamine E, C, caroténoides, groupes
thiols, polyphénols, Q10), I’équilibre intra et extracellulaire de la balance pro- et antioxydants.
Comme nous l'avons vu plus haut I'équilibre pro/antioxydants est essentiel pour la cellule,

particulierement pour les cellules cutanées, en lien avec le vieillissement de la peau.

2. ROLE ANTI-INFLAMMATOIRE ET IMMUNO-MODULATEUR

L'action anti-inflammatoire du sélénium passe par I'inhibition du facteur de transcription pro-
inflammatoire NF-kB par la GPx3, ce qui entraine une répression de I'expression des génes qui
codent pour les cytokines pro-inflammatoires, limitant ainsi la réaction inflammatoire. L’activité
anti-radicalaire et anti-inflammatoire est complétée par les propriétés immuno-modulatrices du
sélénium. Le rdle de modulateur de la réponse inflammatoire et immunitaire passe par I'action
sur la phagocytose, aussi bien que par I'activation, la prolifération et la différentiation des

lymphocytes (Huang et al., 2012).

Sans rentrer dans les détails, loin de nos préoccupations dans cette revue bibliographique, le

sélénium a aussi un réle dans la détoxification des cellules des xénobiotiques organiques ou des
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métaux lourds (cadmium, mercure, plomb) (Eybl et al., 1969 ; Magos and Webb, 1980). Enfin, il
semblerait que le sélénium module I'agrégation plaquettaire, car dans les cas de déficits en
sélénium, on constate une production accrue de Thromboxane A2 et une synthése diminuée de

prostacycline, et donc une activation de I’agrégation plaquettaire (Toivanen, 1987).

B.  DEFICITS EN SE ET CONSEQUENCES CLINIQUES

Des données récentes confirment le role majeur du sélénium dans de nombreuses situations
physiopathologiques (Fairweather-Tait et al., 2011). La connaissance du fonctionnement des
sélénoprotéines a permis de comprendre le lien entre déficits séléniés et I'apparition de
pathologies. Certains auteurs soulighent méme qu’une carence modérée en sélénium pourrait
accroitre la sensibilité a diverses maladies. Les pathologies observées sont pour la plupart liées a

une augmentation du stress oxydant et a des altérations du signal redox (FIGURE36).

La sélénémie plasmatique ainsi que l'activité de la glutathion peroxydase sont utilisés comme
marqueurs du statut sélénié. Un taux de sélénium plasmatique inférieur a 0,70 umol/L indique
un déficit, qui devient profond lorsque le taux est inférieur a 0,57 umol/L. Les signes cliniques
d’une carence profonde sont essentiellement des douleurs et une faiblesse musculaires, des
anomalies des ongles, une dépigmentation de la peau et des cheveux, des ostéo-arthropathies,

des arythmies et cardiopathies congestives.
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Cancers
A

Troubles musculaires Maladies cardiovasculaires

Trouble du systéme Carrence en

thyroidien < - EEE— Inflammation
sélénium
Anomalies des Infections
phanéres virales

Maladies neurodégénératives

Figure 36: représentation simplifiée des implications physiopathologiques du sélénium

1. SELENIUM ET CANCERS

La glutathion peroxydase protége les membranes cellulaires, les acides nucléiques et les
protéines d’une fagcon générale contre la dégradation par les radicaux libres. Un défaut des
mécanismes protecteurs du stress oxydatif est aujourd’hui impliqué dans l'initiation et le
développement des cancers. Depuis les années 70, de nombreuses études épidémiologiques
ont mis en évidence une relation inverse entre les apports de sélénium et l'incidence de cancers
(Clark et al., 1996; Schrauzer, 1977, 2009). Un statut ainsi que des apports optimaux en
sélénium participent a la diminution du risque de cancers (Schrauzer, 2009; Vinceti et al., 2014;
Hatfield et al., 2014 ; Chen et al., 2013).

Les mécanismes sont complexes mais le sélénium semble intervenir sur linitiation et le
développement tumoral. Tout d’abord, en amont de la formation de tumeur, il joue un réle
capital dans la prévention de l'apparition de mutations déléteres de I'ADN grace a ces

propriétés anti-oxydantes via I’action des sélénoprotéines (Davis et al., 2012; Irons et al., 2006).
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Dans un deuxieme temps, par une action précoce sur les cellules cancéreuses il inhibe la
croissance cellulaire avec un différentiel vis-a-vis des cellules normales; il régule la
différenciation, stimule le systeme immunitaire, et divers mécanismes anti radicalaires (Méplan
and Hesketh, 2014). C’est pourquoi, le déficit en sélénium pourrait favoriser I'apparition de

certains cancers (prostate, rein, colon et foie).

2. SELENIUM ET MALADIES CARDIOVASCULAIRES

Sur le plan théorique, I'hypothése de I'effet protecteur du sélénium contre les maladies
cardiovasculaire est soutenue par la capacité des GPx a lutter contre I'oxydation des lipides et
I"agrégation des plaquettes (Neve, 1996).

Les premiéres observations ont rapportées I'existence d’une cardiomyopathie sévissant dans les
régions séléniprives de Chine, la maladie de Keshan. Cette pathologie cardiaque a été retrouvée
plus tard dans d’autres situations de déficit sélénié (malades placés sous-alimentation
parentérale, SIDA, maladie de Crohn, hémodialysés), toutes caractérisées par une baisse du

sélénium sérique et des activités glutathions peroxydases globulaires et plasmatiques.

Cependant, bien que les déficits en sélénium soient associés a une augmentation du risque de
maladies cardiovasculaires, les méta-analyses récentes ne concluent pas aux bénéfices des
complémentations en sélénium dans la prévention des maladies cardiovasculaires (Brigo et al.,

2014).

3. SELENIUM ET AUTRES PATHOLOGIES

Maladies inflammatoires : La faible concentration sérique en sélénium augmente

I'incidence des affections inflammatoires telles que les péricardites, I’asthme, et la

polyarthrite rhumatoide.

Maladies neuro-dégénératives : Le cerveau étant un organe dit accumulateur de sélénium,

un déficit en sélénium pourrait contribuer au déclin des fonctions cognitives, comme par
exemple dans la maladie d’Alzheimer ou des cas de sénilité précoce. (Berr et al.,, 2012;
Hawkes and Hornbostel, 1996). Et inversement, comme rapporté par I'étude EVA, un statut

sélénié adéquat apparait étre, un facteur de longévité (Arnaud et al., 2007).
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Systéme _immunitaire : Le sélénium agit via ['activation de nombreuses cellules

immunocompétentes telles que les lymphocytes T auxiliaires, T cytotoxiques, les cellules
NK, etc. (Hoffmann, 2007; Huang et al., 2012). Plusieurs études suggerent qu’une carence
modérée en sélénium s'accompagne d'une forte diminution de I'immunocompétence. Une
carence en sélénium favoriserait ainsi la survenue, la virulence, ou la progression de
certaines infections virales comme le virus de lI'influenza de type A, virus de |I’"hépatite B
(Beck, 2001; Beck et al., 2001). Chez les patients infectés par le VIH, on observe une baisse
brutale de la sélénémie et de l'activité de la glutathion peroxydase, associée a une
production importante de radicaux libres. La sélénémie serait méme un puissant facteur

prédictif de I'évolution de l'infection par le VIH.

C. SURCHARGE EN SELENIUM ET CONSEQUENCES CLINIQUES

L’OMS considére que le sélénium inorganique est plus toxique que le sélénium organique. Parmi
les formes minérales, le sélénite serait plus toxique in vitro et in vivo. (Bandura et al., 2005;
Rafferty et al., 2003). La toxicité du sélénium dépend bien évidement du mode d’administration,
du temps d’exposition, de la forme physico-chimique et des interactions potentielles avec
d’autres composés.
Comme nous I'avons vu, un exces de sélénium induit notamment une déformation des ongles,
une perte de cheveux et des Iésions cutanées (Fan and Kizer, 1990), une détresse respiratoire,
des troubles du systéme nerveux ainsi que des troubles gastro-intestinaux et hépatiques. Bien
gue le mécanisme exact de la toxicité du sélénium reste méconnu, deux hypothéeses ont été
formulées :
- tout d’abord, une interférence avec le métabolisme des composés sulfurés : lors d’un
exces de sélénium il y a inhibition des systemes enzymatiques de la respiration cellulaire

par remplacement du groupement thiol des déshydrogénases.

- production de radicaux libre via un déséquilibre du métabolisme du glutathion.
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V. SELENIUM ET LONGEVITE - ETUDES D’OBSERVATION

Seules quelques études rapportent les relations entre le sélénium, I'dge et la longévité des
populations (Akbaraly, 2005; Olivieri et al., 1994; Ray et al., 2006). Le sélénium plasmatique
semble étre un indicateur de longévité des populations et il existe une corrélation inverse entre

la concentration plasmatique en sélénium et I'age.

Brievement, nous allons parcourir les études portant sur des populations européenne ou nord-
américaine. Dans les années 1994, une étude italienne a été menée sur la population d’'un
village du nord de I'ltalie (Olivieri et al., 1994). Les individus ont été classés en fonction de I'dge
(20-39ans ; 40-59ans ; 60-75ans; >75 ans), avec n=13-15 individus par sexe par classe d’age.
Différents parameétres ont été suivis tel que la teneur plasmatique en sélénium, en vitamine A et
E, certains acides gras et enzymes telles que la GPX et la SOD. Dans cette population bien
alimentée vivant dans une zone économiquement riche du nord de I'ltalie, on observe une
diminution linéaire de la teneur en sélénium et de I'activité de la GPX avec I'age.

Plus, récemment, une étude francaise menée sur 10 ans, I'étude EVA, a permis de suivre plus de
1300 individus agés de 59 a 69 ans au moment du recrutement (Akbaraly, 2005). Cette étude
prospective a montré une meilleure survie des individus ayant une concentration plasmatique
plus élevée en sélénium. Les résultats de cette étude correspondent a ceux de Ray en 2006 a
Baltimore sur 632 femmes agées entre 70 et 79 ans, « classées » en 4 quartiles en fonction de
leur teneur en sélénium sérique : <1.038 ; >= 1.038 — 1.045 ; >= 1.045 — 1.994 ; >+ 1.995 umol/L
(Ray et al., 2006). Les résultats montrent que le groupe ayant la plus faible concentration en
sélénium a une survie significativement plus faible que les 3 autres groupes. La conclusion est
gue cet élément trace joue un role important dans le maintien de la santé chez les individus
agés, mais ne permet pas d’affirmer que le sélénium est un indicateur de longévité dans la

population vieillissante.
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VI. ETAT DES LIEUX « PEAU ET SELENIUM»

Il existe peu de données concernant la teneur en sélénium au niveau de la peau. Le TABLEAU 8
présente deux articles qui se sont intéressés au dosage du sélénium cutané. Les gammes de
concentrations sont assez larges mais directement dépendantes de I'état nutritionnel du

donneur.

Tableau 8 : données sur la teneur en sélénium cutané en pg/g de poids sec de peau (Mirastschijski et al.,

2013; MOLOKHIA et al., 1979)

(MOLOKHIA et al., 1979) (Mirastschijski et al., 2013)
Gamme Médiane Moyenne Gamme Médiane
Peau | Epiderme 0.20-0.81 0.55 0.52 0.242-0.434 0.362
Derme 0.24-0.53 0.37 0.39
Peau d’abdomen de donneurs décédés | Peau de 37 donneurs de plus de
de plus de 50 ans (n=17 épiderme ; n=36 18 ans (provenant du sinus
derme) pilonidal de la région sacrée)

Malgré les allégations « sélénite de sodium et protection de la peau » reconnues par I'EFSA
(EFSA Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed (FEEDAP), 2016) et le
réle important des sélénoprotéines dans le développement cutané (Sengupta et al., 2010), tres
peu d’études ont vraiment évalué |'effet protecteur du sélénite de sodium sur le vieillissement
chronologique de la peau humaine. Le TABLEAU 9 regroupe les principaux articles qui refletent
I'importance de I'apport en sélénium, dans les milieux de culture ainsi que via le sérum de veau,
sur les cultures de cellules cutanées (fibroblastes et kératinocytes) et d’autres types cellulaires

(humaines ou animales).

Le sélénium semble essentiel a la peau, via les sélénoenzymes. Les kératinocytes expriment 10 a
15 sélénoenzymes (Rafferty et al., 1998), cependant leurs réles exacts dans la peau peu connu.
Pour investiguer leurs réles dans le développement et la fonction de la peau, Sengupta et al.,
ont développé un modele murin ol I'expression de sélénoenzymes a été spéficiquement
inactivée dans les kératinocytes exprimants K14. Cela conduit a des souris présentant des
anomalies du développement du tissu avec des zones de discontinuité de la JDE et donc le

détachement de la couche basale de I'épiderme (Sengupta et al., 2010). Il a aussi été observé
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une surexpression de K6, kératine exprimé lors de la cicatrisation de I'épiderme ou dans des
pathologies telles que le psoriasis. Une récente étude a mis en évidence qu’une expression
prolongée de K6 induisait la formation de rides cutanées (Sano et al., 2009), ce qui explique
dans le modéle murin de Sengupta et al., 'apparition de rides et un relachement de la peau.
Enfin, les kératinocytes provenant de la peau de ces souris présentent une morphologie

modifiée et des capacités d’adhésion compromises.

In vitro, de nombreux auteurs ont rapportés linfluence du sélénium sur la sénescence
réplicative des cellules (Hornsby and Harris, 1987; Legrain et al., 2014; Wu et al., 2014). Les
travaux publiés par Legrain & Chavatte utilise un modeéle de fibroblastes diploides humains
WI38 dérivés de tissu pulmonaire embryonnaire afin d’étudier la senescence réplicative des
cellules supplémentées ou non en sélénium. Différents paramétres ont été suivis tels que:
I’'accumulation de protéines oxydées, le racourcissement des télomeéres et 'augmentation du
nombre de cellules SABG (senescence associated B Galactosidase) et SAHF (senescence
associated heteochromatin foci) positives (Legrain et al., 2014). Les résultats montrent qu’une
carence en sélénium induit une augmentation de la production cellulaire d’espéces réactives
oxygénées ce qui créé des dommages oxidatifs et |'activation de I'entrée en sénescence de la
cellule par les voies de signalisation p53, p16, p21, and pRb. Lors d’une supplémentation, le
nombre de cellules SAGB et SAHF positives diminue de facon tres significatif par rapport a la

condition sans sélénium.

La participation des sélénoenzymes a aussi été analysée, soit dans le contexte de
supplémentation en sélénium soit lors de la sénescence réplicative. Une sélénoenzyme
commune diminue lors de la sénescence et augmentée lors de la supplémentation a été mise en

évidence : la sélénoenzyme H (SelH).

La selH a aussi été identifiée par d’autres auteurs pour son implication dans I'entrée en
sénescence cellulaire de fibroblastes via le maintien de la stabilité du géndme. En effet, Wu et
al.,, ont montrés que la SelH jouait un réle essentiel dans la protection de la cellule face a

I’entrée en sénescence en réponse au stress oxydatif ou aux dommages de I’ADN via la
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signalisation par p53 (Wu et al.,, 2014). Cette enzyme posseéde un domaine spécifique qui lui
confére sa fonction d’oxidoréduction dans l'instabilité du génome et en réponse au stress
oxidatif (Novoselov et al., 2007). En effet cette sélénoenzyme est nucléaire et participe donc a la
limitation des espéces réactives oxygénées dans le noyau de la cellule et donc a I'accumulation
de dommage oxydatif de I’ADN. Les dommages oxydatifs de I’ADN font partis des modifications
observées dans le vieillissement cellulaire (Gladyshev, 2014), et en ce sens cette sélénoenzyme

peut étre une cible potentielle pour protéger la cellule du vieillissement.

Apres revue des données de la littérature, nous avons pu utiliser notre modele de peau
reconstruite sénescente pour évaluer |'effet du sélénium sur le vieillissement chronologique de

la peau.

Les résultats obtenus sont présentés CHAPITRE RESULTATS — ARTICLE N°2
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Les objectifs de mon travail de thése ont été variés, mais toujours en utilisant des modéles de
de peau reconstruite pour en comprendre son vieillissement, et ont permis d’aboutir a 3 parties

qui seront présentées comme suit :

Le premier chapitre est l'identification de marqueurs moléculaires du vieillissement de

I’épiderme a partir du modéle de peau reconstruite sénescente. L'objectif de ce projet était
d’identifier un ou plusieurs microARN spécifiguement liés a I’dge. Les microARNs sont des ARN
non codants et sont reconnus pour jouer un role clé dans la régulation de I'homéostasie
épidermique (Banerjee et al., 2011). Un criblage haut débit a été réalisé sur des kératinocytes
primaires humains de sujets jeunes ou agés. Un microARN a été mis en évidence modulé dans le
vieillissement, le miR-30a et son mécanisme d’action a été exploré.

J'ai participé a ce travail via la production des peaux reconstruites sénescentes, et j'ai choisi
d’inclure cet article dans mon manuscrit de these afin de présenter un exemple d’utilisation des
modeles de peaux reconstruites.

Cette collaboration a été publiée en novembre 2017 dans le journal AGING.

« An expression screen for aged-dependent microRNAs identifies miR-30a as a key regulator

of aging features in human epidermis ». Charlotte Muther, Lara Jobeili, Maelle Garion, Odile

Damour, Jéréme Lamartine. Article publié dans Aging

Le deuxiéme chapitre concerne I'analyse de I'efficacité « anti-age » du sélénium sous la forme

sélénite de sodium Oligsol fournit par LABCATAL.

L'objectif de cette étude est d'évaluer |'effet d’une supplémentation en sélénium sur le
vieillissement de la peau, en particulier sur les kératinocytes, principales cellules de I'épiderme.
Le sélénium, co facteur des sélénoenzymes possede une activité antioxydante et est impliqué
dans la physiologie cutanée (Kanekura et al., 2005; Sengupta et al., 2010). Pour cela, des
kératinocytes primaires cultivés en monocouche jusqu’a la sénéscence réplicative ainsi que le
modele de peau reconstruite sénéscente ont été utilisés.

Ce travail a été valorisé par la publication d’un article dans le journal AGING en novembre 2017.
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« Selenium preserves keratinocyte stemness and delays senescence by maintaining epidermal

adhesion ». Lara Jobeili, Patricia Rousselle, David Béal, Eric Blouin, Anne-Marie Roussel, Odile

Damour and Walid Rachidli.

La troisieme partie présente des résultats préliminaires sur le développement et la
caractérisation d’'un modele de peau reconstruite préparé avec les fibroblastes provenant d’un
donneur unique et particulierement sur I'analyse du tissu élastique.

La mise a disposition de fibroblastes provenant d’'un méme donneur a différents age de sa vie
(entre 36 et 72 ans) nous a permis de mettre en place un modéle unique de peau reconstruite
permettant de se dédouaner de lI'impact de la variabilité interindividuelle. L'influence des

fibroblastes a été évaluée sur la qualité et la fonctionnalité du tissu élastique.

Dans un souci de clarté, j’ai choisi de consacrer quelques pages au « matériels et méthodes »
utilisé au cours de ces divers projets et particulierement aux techniques d’'imagerie et d’analyse
guantitative ou semi quantitative qui m’ont permis d’extraire des données chiffrées de mes
images. Chaque partie de résultat pourra étre précédée d’une partie consacrée au protocole

spécifique.
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I. CULTURE CELLULAIRE

Toutes les cellules utilisées au cours de ce travail sont des cellules primaires, extraites de peaux
humaines normales obtenues auprés du Centre de Ressources Biologiques de la BTC/HCL

conformément a la réglementation francaise (autorisation DC n°2008162) incluant le

consentement du patient.

L'utilisation de cellules d’autre provenance sera précisé et suivra les mémes régles de culture.

A. MILIEUX DE CULTURE

- Milieu de culture des fibroblastes = MICF

Composants Concentrations
DMEM/Glutamax asp
Sérum de veau 10 %
Pénicilline 100 UI/mL
Gentamycine 20 pg/mL
Amphotéricine B 1 pg/mL

- Milieu de culture de kératinocytes = MCK

Composants Concentrations
DMEM/Glutamax asp
Ham f12 asp
Sérum de veau feetal 10 %
Hydrocortisone 0,4 pug/ml
Umuline 0,12 Ul/ml
Isuprel 0,4 pg/ml
Adénine 24,3 pug/ml
Tri iodo thyronine 2nM
EGF (extemporanément) 10 ng/ml
Amphotéricine B 1 pg/ml
Pénicilline 100 Ul/ml
Gentamycine 20 pg/ml
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- Milieu pour la culture du Derme Equivalent (MCDE)= MCF + EGF + Vitamine C
- Milieu pour la culture de la peau reconstruite en immersion (MCPR) = MCK + Vitamine C

- Milieu de différentiation des kératinocytes -utilisé pour l'interface air/liquide (MAL)

Composants Concentrations
DMEM/Glutamax gsp
HAM F12 asp
BSA 8 mg/ml
Hydrocortisone 0,4 ug/ml
Umuline 0,12 Ul/ml
Amphotéricine B 1 pg/ml
Pénicilline 100 Ul/ml
Gentamycine 20 pg/ml
Vitamine C 50 pg/ml

B. EXTRACTION DES CELLULES

La peau décontaminée dans du DMEM supplémenté en antibiotiques (pénicilline a 500 Ul/ml,
Amphotéricine B a 4pg/ml, Gentamycine 50ug/ml) est découpée en fines bandelettes et
incubée dans de la dispase (Sigma, St Quentin Fallavier, France) pendant 3h a 37°C, enzyme qui
va permettre la séparation dermo-épidermique.

FIBROBLASTES : Les morceaux de derme obtenus sont traités a collagénase (Roche, Indianapolis,
USA) a 0,5 mg/ml, sous agitation, pendant 4 a 6 heures a 37°C afin de digérer la matrice
extracellulaire et ainsi permettre la libération des fibroblastes.

KERATINOCYTES : Les morceaux d’épiderme sont traités par la trypsine-EDTA 0,05% (Thermo

Fisher) a 37°C pendant 15 minutes. Apres agitation douce par aspiration refoulement, la
suspension cellulaire est filtrée.
Les cellules sont comptées sur une cellule de Malassez aprés coloration au bleu de trypan,

colorant vital, qui permet de différencier les cellules vivantes des cellules mortes.

136



Matériel et méthodes

A I'extraction, les kératinocytes et fibroblastes sont ensemencés a la densité de 20 000 a 40 000

cellules/cm?2.

C. CULTURE EN MONOCOUCHES

Les FIBROBLASTES, ensemencés a 8 — 10 000 cellules/cm?, sont cultivés dans du MCF a 37°C en
atmosphére humide avec 5% de CO2 jusqu’a confluence ou pendant 7jours.

Les KERATINOCYTES ensemencés a 8 — 10 000 cellules/cm?, sont cultivés jusqu’a pré-confluence
dans du MCK a 37°C en atmosphére humide avec 5% de CO2 sur couche nourriciere de
fibroblastes irradiés a 60 gray et préalablement ensemencée a 4 000 cellules/cm?.

Quel que soit le type de culture, les milieux sont changés trois fois par semaine puis les cellules
sont remises en suspension par incubation dans la trypsine-EDTA a 0,05% jusqu’a compléte
dissociation et réensemencées pour étre amplifiées et ainsi de suite jusqu’au passage désiré. A

chaque passage les cellules sont utilisées et/ou congelées pour une utilisation ultérieure.

D. TEST DE CLONOGENICITE

Le CFU « colony forming unit » permet de déterminer le potentiel clonogénique de différentes
souches de kératinocytes ensemencés a densité clonale (10 et 20 cellules/cm?). Aprés 10 et 15
jours de culture selon la taille des colonies, les cellules sont fixées au paraformaldéhyde a 4% et
colorées a la rhodamine durant 30 min. Pour chaque test, 6 flasques sont ensemencées, 3 pour
le calcul du CFU/CFE, 3 pour le calcul du doublement de population et taux de croissance. Le
CFU correspond au nombre de colonies (holoclones + meroclones). Le CFE est le pourcentage de

cellules ayant formé des colonies, il est calculé avec la formule suivante :

CFE * 100

" Innoculum

Pour le calcul du taux de croissance, les cellules détachées de 3 flasques sont comptées. Le taux
de croissance TC correspond au nombre de doublement de population PD par jour de culture :
TC= (PD/nombre de jour de culture). Le PD peut étre calculé sur les cellules lors de culture a

densité clonale ou a densité usuelle.
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Avec PD=LN(N/NO)/LN(2) (N=nombre de cellules récoltées et NO=nombre de cellules
ensemencées) ou PD=LN(Nombres de cellules/nombre de clones)/LN(2) (pour un

ensemencement a densité clonale).

E. MODELES DE CULTURE EN 3D

Deux modeles de PR ont été utilisés dans ce document: avec et sans substrat dermique. Quel
gue soit le modele de culture 3D, la préparation se fait selon les mémes séquences et la méme

cinétique a partir des cellules préalablement amplifiées en monocouche (FIGURE 37).

| fibroblastes | Kératinocytes | | Peau totale
adssmi
i
i 3semaines 1 semnaine 2 semaine et plus
—
Culture immergée Culture a l'interface airfliquide

Figure 37: représentation simplifiée de la cinétique de préparation des peaux reconstruites

1. MODELE SUR EPONGE PORREUSE

Le substrat dermique développé et breveté au Laboratoire des Substituts Cutanés est composé
d’'un mélange a base de collagene bovin de type | et lll (72%), de glycosaminoglycanes (8%)
réticulés par du chitosan (20%) et lyophilisé. Il sert de support a la reconstruction du derme
équivalent aprés ensemencement des fibroblastes a la densité de 250 000 cellules/cm? dans du
MCDE. Il est cultivé durant 21 jours avec ajout des le premier changement de milieu de 'EGF et
de la vitamine C extemporanément. Les milieux sont changés chaque jour y compris le samedi

et le dimanche.

Aprés 21 jours de culture, les kératinocytes sont ensemencés a la surface du derme équivalent a
la densité de 250 000 cellules/cm?, et cultivé 1 semaine supplémentaire en MCPR avant d’étre
émergé. L'élévation a l'interface air/liquide permet la différenciation et stratification des
kératinocytes. Les PR sont cultivées dans du MAL pendant le temps défini dans chaque
protocole. Le milieu est alors changé trois fois par semaine jusqu’a I'arrét des cultures ou les

échantillons sont fixés et inclus pour analyses.
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2. MODELE SANS SUBSTRAT DERMIQUE OU AUTO-ASSEMBLE

Les fibroblastes sont ensemencés sur la membrane polyester de porosité de 0,4 um d’un insert.
Toutes les étapes de cultures sont les mémes, mais la densité est de 40 000 cellules/cm? pour

les fibroblastes comme pour les kératinocytes

Quel que soit le modeéle, le temps de culture, les cellules et le type de fixation, au minimum n=3

peaux reconstruites sont prévues pour chaque condition.
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II. ANALYSES HISTOLOGIQUES ET IMMUNO-HISTOLOGIQUES

L’histologie et I'immuno-histologie sont réalisés sur les peaux reconstruites aprés arrét des
cultures et fixation des échantillons en paraformaldéhyde a 4% (PFA) ou congélation puis
inclusion en Tissu Teck (OCT). Les échantillons fixés a la PFA subissent un cycle de
déshydratation pour étre inclus en paraffine.

Les coupes de 5um d’épaisseur sont déposées sur les lames SUPER FROST ULTRA PLUS. La
coloration a I’'Hématoxyline-Phloxyne-Safran (HPS) réalisée sur les coupes paraffines par le
laboratoire d’Anatomo-Pathologie des Hospices Civils de Lyon permet d’observer Ia
morphologie générale des échantillons.

Les marquages, sont réalisés soit sur coupe paraffine soit sur coupe congelée en fonction de la

spécificité de I'anticorps (TABLEAU 10).

Pour les coupes paraffine:

La premiére étape consiste a déparaffiner les coupes grace a la succession de trois bains de
méthylcyclohexane, deux bains d’éthanol absolu, un bain d’éthanol 95° et un bain d’éthanol 70°
durant 5 minutes chacun. Les lames sont ensuite réhydratées pendant 30 minutes a |'eau
courante. Un démasquage des sites antigéniques est suivi d’un traitement a I'eau oxygénée
pour inhiber I'action des peroxydases endogenes. Les coupes sont alors incubées dans une
solution de saturation composée de PBS-BSA a 4%. Puis, I'anticorps primaire est appliqué 1h a
température ambiante ou O/N a 4°C. Aprés 3 ringages, I'anticorps secondaire correspondant est
incubé pendant 45 min a température ambiante. Pour une révélation en fluorescence,
I'anticorps secondaire est couplé a un fluorochrome et les noyaux sont colorés avec un
intercalant de ’ADN (Hoechst 33342 ThermoFisher Scientifique). Dans le cas d’une révélation
dans le visible par histochimie, I'anticorps secondaire couplé a une péroxydase chromophore
(Envision, Dakocytomation, Glostrup, Denmark), la revelation est réalisée par I'ajout du substrat
3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB), puis le reste du tissu est contre-coloré avec de
I’'hématoxyline de Harris. Enfin, le montage des coupes entre lame et lamelle est réalisé a l'aide
d’un milieu de montage aqueux (Dako Faramount Agueous Mounting Medium) ou spécifique

pour la fluorescence.
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Pour les coupes congelées :

Aprés séchage des lames a l'air, les coupes sont fixées par de I'acétone, du méthanol ou de
I’éthanol glacial durant 10 min puis rincées. Comme précédemment, elles sont incubées dans
une solution de saturation composée de PBS-BSA a 4%. Puis, I'anticorps primaire est appliqué
1h a température ambiante ou O/N a 4°C. Aprés 3 rincages, l'anticorps secondaire
correspondant est incubé pendant 45 min a température ambiante. La révélation se fait

uniguement en fluorescence.

Apres séchage des lames a plat, les images sont réalisées a I'aide d’'un microscope optique

ECLIPSE 50i (Nikon) ou via un microscope confocal Zeiss LSM 510.
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Tableau 10 : synthése des anticorps utilisés et principales caractéristiques (fabricant, clone et réactivité,

type de fixation et dilution utilisée)

Anticorps Fabricant Clone et réactivité Type d’échantillon | dilution
aSMA Novotec Asm-1 - Monoclonal souris paraffine 1/1000
Collagéne | Novotec Polyclonal lapin ocT 1/500
Collagéne de type lll Novotec 8D1-8C7 - Monoclonal souris ocT 1/250
Cytokératine K15 Thermofischer LKH15 - monoclonal souris paraffine 1/20
Décorine Abcam Monoclonal souris paraffine 1/1000
Elastine Novotec Polyclonal lapin ocT 1/100
Fibrilline Neo-markers 11C1 - Monoclonal, souris OCT 1/100
Fibulin 5 Sigma Polyclonal lapin Paraffine 1/200
Filaggrine Novocastra 15C10 - Monoclonal souris paraffine 1/25
Integrine 1 Santa Cruz P5D2 — Monoclonal souris OoCT 1/100
Integrine a6 Millipore NIK-GoH3 —Monoclonal rat ocT 1/500
Ki67 Dako MIB1 — Monoclonal souris Paraffine 1/50
Laminine 5 Chemicon Ms X Hu clone P3H9-2 OoCT 1/100
Loricrine Abcam Monoclonal lapin Paraffine 1/500
Lysyl oxidase Lox Abcam PHD1 OoCT 1/300
MFAP4 Sigma Polyclonal Lapin Paraffine 1/50
LTBP1 Abcam Polyclonal lapin oCT 1/250
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III. ANALYSE QUANTITATIVE D'IMAGE

Afin de bien comprendre comment peuvent étre analysées des images de microscopie, j'ai
choisi d’introduire un rappel sur la composition d’une image numérique et les informations
susceptibles d’étre extraites. Une fois les bases posées il sera plus facile de comprendre les
méthodes et outils utilisés pour analyser les images et obtenir des données chiffrées qu’il est

possible d’exploiter de fagon quantitative ou semi quantitative.

A. COMPOSITION D’UNE IMAGE NUMERIQUE — PREAMBULE A L’ANALYSE
QUANTITATIVE

Une image numérique est définie comme une succession de points nommés pixels (picture
elements). Dans un ordinateur, les données (les couleurs) sont stockées en codage binaire.

Le codage binaire en bit représente le nombre de niveau de couleur possible. De facon
simplifiée pour le codage 1 bit, deux valeurs sont possibles 0 (noir) ou 1 (blanc). Pour un codage
8 bits, il y a 2% valeurs possibles en niveau de gris soit 256 (FIGURE 38). Par convention, le O

correspond toujours au noir et la valeur du blanc est 255 (256 éme valeur).

EEmEmEE
1BIT EEEEEEE

2 BITS —

EEEEEEEEEEEEE e
3BITS : = -1
4BITS
8 BIT

Figure 38 : illustration des niveaux de gris en fonction des codages de 1bit a 8bits

Ainsi un codage 16 bits permet 65 536 (=2'°) niveaux de gris et un codage 32 bits permet 4 294
967 296 (= 2*) niveaux de gris. Une image aura donc une plus grande résolution si elle est
codée en 32 bits plutot qu’en 8 bits. Cependant I'ceil n’est pas capable de distinguer plus de 100
nuances de gris. La FIGURE 39 représente 3 images différentes de méme taille en termes de
pixels représentées par un dégradé de pixels de la valeur la plus faible a la valeur la plus haute.
Chaqgue image est de résolution différente de 32 a 8 bits et donc de taille en octet décroissante.

Pour autant, a I'ceil les 3 images sont identiques.
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(—
500x500 pixils; 32-bit, 577K 500x500 pix{Js; 16-bit, 488K 500x500 pix(Js; 8-bit, 244K

Figure 39: illustration d’une image en niveau de gris en 32, 16 et 8bits

L'image est ensuite colorisée selon un codage informatique des couleurs. Le plus utilisé est
I’espace colorimétrique rouge-vert-bleu (RVB ou RGB en anglais). Le principe est une synthese
additive des couleurs pour obtenir un mélange des 3 composantes rouge vert ou bleu par une
valeur allant de 0 a 255. Ainsi pour une image en 8 bits, il est possible d’avoir une combinaison
de 256 *256 *256 possibilités soit plus de 16 millions de couleurs. Par exemple sur cette méme

image convertie en RVB, le point affiché a pour valeur de R=190 de V=190 et de B=190.

ile Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Jola|o|<|«f@N|Alalel | | | | ] ] |
=371, y=75, value=190,190,190 (#bebebe)

— e
001200 pixels; ROBOTT

Figure 40: exemple d’une image en format RVB et des valeurs d’un point selon les 3 composantes

colorimétriques
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Les images sous ce format sont trés lourdes, ce qui nécessite donc un grand volume de
stockage. Pour éviter ce probléme, les images sont stockées sous format bits. Il est alors
possible d’appliquer a une image une palette de couleurs.

On parle alors de couleurs indexées : la valeur d’un pixel n’est plus représentée par sa nuance

de gris mais par une couleur correspondante a cette méme valeur dans une palette de couleur
définie en amont. Ce sont des LUT de couleur ou « look-up table » (FIGURE 41). Le programme
Image J, utilisé ici, utilise un grand nombre de LUT préenregistrées mais avec la possibilité d’en
créer a fagon. Il faut retenir que I'attribution d’'une LUT a une image en niveaux de gris ne
change en rien la valeur des pixels. Ces LUT sont principalement utilisés pour mettre en
évidence des détails ou caractéristiques d’une image sans altérations des données. Comme I'ceil
humain est plus sensible a certaines longueurs d’ondes (de 500nm correspondant au turquoise
a 650nm correspondant a I'orange), la coloration par une LUT peut rendre accessible a I'ceil

certaines informations plus difficilement perceptibles en nuances de gris.

[l 500:500 pixels, B-bit, 244K

1 B 326x188 pixels, k6B, 238K |[326x1 88 pixels, RGB, 239K

255 1] 255

List. |

Figure 41: exemple de LUT appliquées a une image 8bit (Fire — Green Fire Blue — Ice) et les histogrammes

associés
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Pour résumer, une image est donc composée de pixels, codés en niveau de gris du noir au blanc
avec une échelle de nuance en fonction du codage en bit. Les pixels peuvent étre colorisés pour
I'illustration selon les « conventions » scientifiques ou pour mettre en évidence certains détails
de I'image.

Une image provenant d’un microscope a fluorescence sera composée de plusieurs images en

niveau de gris correspondant aux différents canaux, compilés et colorisés pour donner I'image
combinée.

Une image prise dans le visible par un microscope optique est une image en RVB ou chaque pixel

est codé par la valeur du point dans les trois composantes colorimétriques.

B. PARAMETRES ANALYSES ET PROCESSUS SUIVIS

Le traitement et l'analyse des images ont été effectués en utilisant le logiciel libre de droit
« Image J ». Chaque procédé d’analyse a été détaillé en annexes, sous la forme d’une « fiche
technique » explicative avec le processus suivi et les étapes de I'analyse.

Tous les processus présentés ci-aprées doivent :

- Ne pas dénaturer les valeurs de pixels de I'image initiale

- Permettre de mettre en évidence le paramétre qui sera quantifié

- Subir le méme traitement de segmentation, seuillage et analyse dans une méme série

d’image.

Pour la quasi-totalité des analyses, les images ont besoin d’étre prétraitées. Cela comporte :

- une étape de segmentation : permet de séparer les canaux d’une image fluorescente (rouge

bleu vert) ou les couleurs d’'une image prise dans le visible (soit en appliquant des critéres a
facon ou prédéterminés dans image J, ou alors en jouant sur la saturation). Le but ici est
d’essayer d’isoler au maximum les pixels d’intérét du reste de I'image.

- une étape de seuillage : permet de ne sélectionner que les pixels correspondants de fagon

spécifique au marquage et d’éliminer ceux correspondants a de I'auto-fluorescence ou a du
bruit du fond.
Ces deux étapes critiques appliquées a toutes les images d’'une méme série de facon

rigoureusement identique sont indispensables a la qualité de I'analyse.
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Figure 42: Capture d’écran des différents menus d’image J. Les encadrés en rose montrent les fonctions

utilisées pour les diverses quantifications réalisées au cours de ce travail.
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La FIGURE 42 met en évidence les outils les plus utilisés dans ce document

v

<

ANEEN

'

Sélection a facon : cet outil permet de créer une sélection de la forme souhaitée a I'aide

d’un pointeur de diamétre réglable
Outil ligne : trace une ligne uni ou multi point

Sélection multi points : permet de sélectionner plusieurs points pour des comptages par

exemple

Color — split channels : permet de séparer une image en plusieurs images en fonction de

la couleur
Threshold : seuil

Look up Tables : table de correspondance des couleurs

Find Maxima : permet une détection automatique dans I'image des maximas c’est-a-dire
des pixels ayant une intensité maximale, il est possible de régler la tolérance pour
considérer des pixels seul ou des groupes de pixels

Image calculator : permet de réaliser des « opérations » sur des images. C'est un outil

qui permet de trouver sur une image, par exemple, les pixels présents au méme endroit
de I'image mais sur deux canaux différents (vert et rouge) et donc de faire de la
colocalisation de pixels.

Analyze particules : permet d’analyser des objets dans une image binaire ou apres

application du seuil, par exemple des noyaux.
Measure : réalise la mesure en fonction des cases cochées dans « set measurements »

Set measurements : fenétre permettant de choisir les parametres qui vont étre analysés

lors de la mesure
Area : surface/aire

Integrated density : Calcule et affiche deux valeurs:

o « IntDen » : produit de la mesure de l'aire et Mean Grey Value
o « RawlIntDen » : somme des valeurs de chaque pixel dans I'image ou la sélection

Le 7ABLEAU 11 récapitule le type de mesure, I'utilisation d’un seuil ou d’un normalisateur pour

les différentes analyses réalisées sur les images de microscopie.
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Tableau 11: récapitulatif des anticorps et des parameétres analysés pour la quantification des

expressions protéiques (Surface exprimée en pixel ou pm?)

Parameétre analysé Type de mesure Seuil Normalisateur Unité d’expression
Epaisseur épiderme
. Mesure de longueur Non NA um
vivant
Epaisseur de derme Mesure de longueur Non NA um
Nombre de cellules
. . Comptage des cellules Non NA Nombre de cellules
exprimant Ki67
Nombre de cellules
. Comptage des cellules Non NA Nombre de cellules
exprimant p16INK4A
Intégrine a6 Integrated density Oui Longueur JDE Unité Relative (UR)
Intégrine bl Integrated density Oui Longueur JDE UR
Cytokératine 15 Integrated density Oui Longueur JDE UR
i . . Surface épiderme Pourcentage de
Filaggrine Surface Oui .
vivant surface
L. . Surface épiderme Pourcentage de
Loricrine Surface Oui .
vivant surface
Nombre de noyaux | Surface en um/noyau
Collagéne de type | Surface Oui Y km/noy
ou surface ou UR
Nombre de noyaux | Surface en um/noyau
Collageéne de type llI Surface Oui Y km/noy
ou surface ou UR
. . Nombre de noyaux | Surface en um/noyau
Elastine Surface Oui
ou surface ou UR
I . Nombre de noyaux | Surface en um/noyau
Fibrilline Surface oui
ou surface ou UR
. . Nombre de noyaux | Surface en um/noyau
Lysyl oxidase Surface oui
ou surface ou UR
Nombre de noyaux | Surface en um/noyau
LTBP1 Surface oui Y km/noy
ou surface ou UR
Nombre de cellules Pourcentage de cellule
aSMA Non Nombre de noyaux

positives

positive
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IV. ANALYSES STATISTIQUES

Pour chaque expérimentation, les résultats ont été analysés par un test de Wilcoxon-Mann-
Whitney (logiciel GraphPrism). Les résultats ont été considérés significativement différents pour

p<0,05 * ; p<0,005 ** et p<0,0005 ***.
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CHAPITRE N°1

ROLE DU MICRO ARN MIR-30A COMME
REGULATEUR DANS LE VIEILLISSEMENT
DE L’EPIDERME HUMAIN
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L'objectif de ce travail était d’identifier un ou plusieurs microARN qui seraient dérégulés dans
les kératinocytes agés. Grace a la collaboration avec I'équipe du Professeur Lamartine, j'ai
participé au projet en produisant les peaux reconstruites sénescentes, qui ont permis a
Charlotte Muther, doctorante, de réaliser I'analyse des microARNs et des mécanismes d’action.
Parmi les 6 microARNs dérégulés identifiés sur des kératinocytes en monocouche, le miR-30a a
été sélectionné car il est impliqué dans de nombreux processus biologiques. Dans le modéle de

sénescence in vitro, nous avons montré que les peaux reconstruites surexprimaient miR-30a.

Pour confirmer I'impact de miR-30a sur le vieillissement, des épidermes 3-D ont été préparés
avec des kératinocytes le sur-exprimant de fagon stable, apres transfection avec un gene
rapporteur inductible, tout en contrélant la différenciation terminale (marquage des protéines
de différenciation terminale), la fonction barriere (mesure de la perte insensible en eau) et
I"apoptose (test tunnel). Enfin, pour aborder le mécanisme d’action de ce miR-30a, ses génes
cibles ont été recherchés. La séquence du miR-30a a été retrouvée par alignement sur plusieurs
génes cibles de I'épiderme tels que les genes de LOX (codant pour la lysyl oxydase, régulateur de
la balance prolifération/différenciation des kératinocytes), IDH1 (codant pour l'isocitrate
déshydrogénase, enzyme du métabolisme cellulaire) et AVEN (codant pour un inhibiteur de

caspase). Leurs expressions ont été recherchées dans les épidermes reconstruits.

Ces travaux ont permis d’aboutir a I'identification du miR-30a dans le vieillissement cutané. Les
épidermes reconstruits sur-exprimant le miR-30a, ont eu pour conséquences i) une perturbation
de la différenciation terminale (absence d’expression de loricine et d’involucrine); ii) une perte
de la fonction barriere et iii) 'augmentation du nombre de cellules apoptotiques. Toutes ces
perturbations correspondent a celles décrites lors du vieillissement cutané. Ce miR-30a pourrait
étre une cible pour le développement de nouvelles stratégies anti-age focalisées sur I'épiderme.
Ainsi, l'utilisation du modele de peaux reconstruites sénescentes associés a l|'utilisation des
techniques et données récentes de la biologie moléculaire permettent d’approfondir la

connaissance du vieillissement cutané et spécifiquement ici de I'épiderme.
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ABSTRACT

The mechanisms affecting epidermal homeostasis during aging remain poorly understood. To identify age-
related microRNAs, a dass of non-coding RNAs known to play a key role in the regulation of epidermal
homeostasis, an exhaustive miRNA expression screen was performed in human keratinocytes from young or
elderly subjects. Many microRMAs modulated by aging were identified, incuding miR-30a, in which both
strands were owverexpressed in aged cells and epidermal tissue. 5table MiR-30a over-expression stronghy
impaired epidermal differentiation, inducing severe barrier function defects in an organotypic cufture model. A
significant increase was also observed in the level of apoptotic cells in epidermis over-expressing miR-30a.
Several gene targets of miR-30a were identified in keratinocytes, including LOX [enceding lysyl oxidase, a
regulator of the proliferation/differentiation balance of keratinocytes), IDH1 (encoding isocitrate
dehydrogenase, an enzyme of cellular metabolism) and AVEN (encoding a caspase inhibitor). Direct regulation
of LOX, IDH1 and AVEN by miR-30a was confirmed in human keratinocytes. They were, moreover, observed to
be repressed in aged skin, sugpesting a possible link between miR-30a induction and skin-aging phenotype. This
study revealed a new miRNA actor and deciphered new molecular mechanisms to explain certain alterations
observed in epidermis during aging and espedally those concerning keratinocyte differentiation and apoptosis.

INTRODUCTION

Whatever thewr shuchore and anatorme locahion, tissues
are vulnerable to imury and, mevitably, to agmg. Skin s
amtmtﬂﬁxshd}mgmamitm&agﬂg.
Skn agmg can be modulated by both mimnme
genetically programmed factors and exinnmic emaron-

whereas emdermal afrophy 15 the result of progres=ive
slowmg of proliferation and age-related differentiafion
defects. UV radiahon dunng sun exposure 15 the mam
achtmﬂdrmcshna,glng,hydn‘ectaﬂlmmmximc

mental factors such as polluhon, climatic condrhons or
sim exposure. Intim=ic, or “chronological”, agmg 15 the

to inmmme response actvation, cellalar senescence and
ﬂiﬁmﬁ:ﬁdﬂshﬂdshmgﬁsimﬁmrﬁmﬂtﬂhﬂs
m aged skin mdming m:pm.md barmer flnl:hm.
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mune response and sensory fimchon  Schematically,
ape-related sdan chanses can be conadered as a
progresave loss of fissue homeostasis, especially i the
epderms, where the balance befween keratmocyie
proliferation and differentizhion 1= carefully controlled In
the epiderrms, kerafimoeytes proliferate in the basal lyer,
whu:huﬂnwatn‘elajuandﬂrntﬁﬂam
progressmeely m sqnbasalla'y&rsupmamaﬂy
differentiated stafe mm the bomy layer, where the
kaatinocytes knowm as comeocytes generate a ngd
stuchure ensming the bamer fimetion of the ckm We
and others have previously identified key regulators of
this balanre, and espemally transenphion factors such =
GATA3, RUNX] and P63 [24], some of winch are dis-
Imatedmagedshn[ﬂlnlhpasttmm:m-
codmg FEMAs emerped as addihonal regulators of
emdermal honwostams, with the identification of
mEerows long pon-codmg KEMAs [6] and nuoraRMNAs [7,
8] mwohved m the confrol of epidermal differentiation
MicroFMAs (muEMNAs) are short non-codmg ENAs
mrohredmalumstaﬂce]lnlupms,lmhﬂng
siress response. They are smgle srand FMNAs, betwreen
2] and M pucleotides in length, sble fo regulate gene
expression post-transoipionally through direct bindme
to ther tapet messenger ENA, uvamlly to the 37 m-
tranclated remon of the mEMNA The mohement of
mRMNAx in ammal agng was fiost demonstrated m mice,
where a condibonal kmeck-out of Dheer, a key profen m
mBNA hogenesis, led to rapd omset of agmg and
cellular senescence [¥]. Moreover, senescent associated
nuoroRMNAs, dentified n keratinocytes durnng rephicative

usuﬁs-m:]medsm[lﬂ].mplzyamlemim
agng However, the complex agmz process 15 not
restricted to cellular senescence. and the imvohement of
microBMNA=s m chronologieal epdermal agmy remams
poarly umderstnod. To go firther into thi= queshon. we
set up a larpeseale transeniphional analyss to identify
mBMNAs that are up- or down-regulated m kematmocytes
dunng aging and could be mwohed in the emergence of
the epadermal agmgz phencivpe. We 1dentified mimerous
mcroFMNAs wath ape-dependent expression m beratino-
cyies. The siudy focused on puR-30a, and mveshzated 1=
funetion m keratmocytes by stable over-exression and
penaration of reconstrocted eprdermes. We also dentified
new targets of miR-30a, three of whch were potentally
mvolved m the fimchional defects observed m aged
epiderms,

RESULTS

Identification of aged-related microBNA: m human
keratmocytes

To identfy mBEMNAs exhibifing age-modulated
expression, a genome-wide expression analysis was
performed of prmary human kemtinocytes cultured
from skin hopsies of bealthy mfants (36 years old
o=}, yomg adults 2040 vears old o=1{) and aped
adults (60-7]1 vears old n=f) Cultowed kemtnocytes
are a valuable model for expression sceening m
q}i&amlfmrmasﬂmylﬂammmufﬂm

Table 1. Human microRMNAs signifiantly modulated (p<0.05 FC > 1.5) between at least 2 of

the 3 groups of samples analyzed.
Aged vs Child Adult vs Child Aged vz Aduli
microRNA FC p-value FC p-value FC p-value
hsa-mil- 1260b -LE&T 0,0125
hsa-miR-134-5p 4,60 0,025
hsa-mikt-138-1-3p 2722 0,027
hsa-miR-181a-2-3p 1,61 0,0199
hsa-mikt-181b-5p 1,54 0,0190
hsa-miRt-1814-5p 240 0,021 218 0,022
hsa-miR-187-3p 727 0,014
hsa-mikt-193b-5p 162 0,037
| hsa-miR- 1073 237 0.015) 274 0,0033
hsa-mik-20c-5p 2.0 0,0154 | 207 0,013
hsa-miR-127-5p 477 0.0058
hsa-miRt-2277-3p -L15 00256
hsa-miR-30a-3p 6,78 0,008 | 596 000411
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hsa-miB-30s-5p 4.65 0,007 |44 0.0041
hsa-miR-30c-2-3p 519 0023 |5 44 0.00547
hsa-miR-30c-5p 192 001|178 00177
hsa-miB-31-3p 1.6 00237
hsa-miR-3136-5p -1 .56 0,034
hza-miR-3195 -21.43 0,027
hea-miR-3197 -226 0,017
 hsa-miR-3653-5p 265 0.0074 | 188 0,021
hss-mif-378a 3p 156 00111
hza-miR-378a-5p -207 00177
hsa-miB 378z 153 0.0247
hea-miR-3911 192 0.04
hsa-miR-42938 1,59 002088 [ 1,54 0,0186
hsa-miR-4443 3,65 0,004 | -2.27 00187
hea-miR-4461 1 28 0.0173
hsa-miR-4505 -205 0012
| hsa-miR 4507 -1.59 00157
hza-miR-4521 1,60 00119
| hsa-miR-4665-5p -175 0,027
hsa-miR 4669 235 0,017
hsa-miR-485-3p 191 0.0161
hsa-miR-494-3p 1,24 0.00194
hsa-miB-543 1,59 0.006
hsa-miR-§71-3p 1,95 000386 1,469 00198
hsa-miR-§71-5p 181 0.0389
hea-miR-§754-3p -2 13 0,016
hea-miR-§765-5p -1.71 003446
| hsa-miR-§778-5p 163 0.0407
hsa-miR-§779-5p -15 00362
hsa-miR-6785-5p -2 04 0,024 -1.56 0.0127
hza-miR-6787-5p -1.72 0.027
hsa-miR-6802-5p -L77 0,028 -1.56 001149
hsa-miR-6802-5p -1,51 00114
hsa-miB-§812-5p 1.68 0.0355 | 1.50 0,044
hsa-miR-6810-5p 15 00162
hsa-miR-6824-5p -2 0,012
| hss-miR-§831-5p 1 83 0.014 | 1.69 0,019
hea-miR-6845-5p -1.78 0.0352
| hsa-miB-§870-5p -1.51 0,0123
hsa-miR-§893-5p 2,19 00377
hea-miR-7150 -1 84 0,029
hea-miR-T162-3p 193 0,049
WWW_BEINE-LS.Com 3 AGING
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hse-miR-T847-3p 1,64 0,03
hsz-miR-3060 243 0,014 206 0025
hsz-miR-034 -173| BASE-05

hsa-miR-8%a-5p -1.58 0.025

hse-miR-8%b-5p 1,58 00286

The fold changes [FC) indicated in this table correspond to the mean FC between the 2 groups of &
samples. Empty squares correspond to non-significant modulation between the 2 groups of samples.
The p-values correspond to multiple t-test with a FDR (False Discovery Rate) of 5%.

Aged: keratinocytes from 60-71 years skin samples; Adult: keratinocytes from 20-40 years skin samples;
child: keratinocytes from 3-6 years skin samples.
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Figure 1. A large-scale expression sareen identifies microRMAs modulated by aging in human keratinocytes. [A) Hierarchical
dustering of miBNA differentially expressed in kerstinocytes from four infants [3-6 years), four young adult (20-40 years) or four aged
adults (60-T1 years). Green color corresponds to underexpression and red color to overespression. The data are normialized to the first
infant sample. (B} OPCR Validation of § modulated microfNAs indicsted by armows in the dustering data: miR-306-3p, mill-302-5p, miR-
30c-2-3p, miR-30c-5p, mik-3652-5p and mil-4443 expression levels were analyzed by OPCR in 8 independent cultures of keratinocytes
from young and aped donors. Results are mesn +- 5D from three independent samples. **P2001, ***P0,001.

sereemng identified 60 pnBENA<
modulated (p=0.05, fold change = 1.5)

(Takble 1 and Figue 14). Some of these age-associated
mBEMAs have been previcushy showm to be induced m

sigmificanthy
between at least 2 of the 3 sample zroups analyzed senescent or aged kershnocytes such as omB-138, mR-
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1812 and ouR-181b [10], strensthemng the relevance of
ouwr model Most of the modulated macroRMAs were
expressed differentially between the youngest group (3-
6 years) and the ? adult groups, suggesting a specific
mucroRMA paftern in kevatimocyies prepared from chald
skin  Six modulated meroRMNAs were then selected for
real-time PCR vahdahon winch confirmed aigmficant
mduction of ouR-3z-3p and -5p, mB-30c-5p and ouFl-
30c2-3p and muR-3653-5p . keratinocytes from aged
skin, whereas miR-4M3 was significantly educed
the aged sample (Figare 1B).

AGR-30a-3p and miR-30a-5p are induced in aged
epidermiz

We then fomsed on mB-30a, both strands of which are
mduced i kemtnocytes from aged dkn We fost
checked that the modnlahon observed in the mshal

screening was Dot gender-related: we confimmed the
overexpression. of miR-302-3p and mB-30a-5p m 3
samples of keratinocytes from adult male skan (30-50
yvears old) compared fo keatmocyies from child
foreskm (Figme 24). To further confirm the impact of
agmg on mR-3a expression, mdependentlty of
parameters such as the anatorme loczhon or gender of
the skin lopsy used to prepare the keratinocyies, mR-
30a-3p and -5p expresmon was analyzed m EMA
samples from long-ferm culture of skin equivalents
mmicking chromological aging [17] Thes was prog-
ressive Icrease In both mmR-30a strands dunng culivre,
with a significant difference between D35 and D100 for
both o R-302-3p and -5p (Figure 2B). Fnally, miR-30a
expression o bumean skin was addressed by in zite
hyvbndization of mRE-30a-3p and -5p probes: there was
clear mduction of muR-30z-5p and -3p m aged skim,
with staimng throughout the epidermi=. The expression

A
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Figure 2. MiR-30a expression level during aging. The expression levels of miR-30a-3p and mil-30=-5p were evaluated by QPCR in
{A) keratinooytes from infant and adult male donors and (B) skin equivalent (5E} model mimidding aging with a long time of oatture- MiR-
30 expression was monitored along the sging process from day 35 (D35) to day 100 [D100) of cutture. For GPCR: reswlts ane mean +(-50
from three independent samples. *P< 0,05, **P<0.0L. (€] The expression bevels and the loclization of miR-30s-3p and mik-30a-5p were

evaluated by in sitw hybridization in young and aged skin. Sole bar =

30 pm. Representative pictures were shown.
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of miR-30a-3p was faint in young skm (Figure 2C),
tbelmwmofﬂ:e-Speomedto
the 5p strand observed m cultured keratinocytes on
quantitative PCR (Figure S1). We also confirmed miR-
30a-3p induction in aged epidermus by QPCR (Figure
S2). Taken together, these results support aged-related
mduction of miR-30a-3p and muR-30a-5p m cultured
keratinocytes and epidermal fissue.

MiR-30a over-expression impairs epidermal
differentiation

We then mvestigated the funchion of miR-30a m
keratmocytes. The human muR-30a gene was cloned
mto a lentrviral based-vector, allowing stable over-
expression of both miR-30a-3p and 5p after infaction of
prmmary human keratinocytes and stinmlation by doxy-

Coqtral

A B.

LORICE

Lortro miR-10y

ey K10

Srambie
probe

WaLC X

Mi% 302 3p
probe

MiF-A0a5p
probs

cyclme. Transduced keratmocytes were then used to
generate 3D-reconstructed epa 15, which is a more
culture. After 3 days’ mmersed culture, fransduced
keratinocytes with the mR-30a or the control vector
were placed at the awliquid mferface for 14 days and
transgene expression was confirmously stnmlated by
doxycycline treatment. Jn situ hybnidization confirmed
strong mduction of muR-30a-3p and -5p in the whole
epidermal tissue (Figure 3A). The level of mR-30a-3p
showed a mean 10-15-fold mcreased mduction for both
strands (Figure S3). Although epidermus thickness was
not mpacted (data not shown), examunation of HES-
stained tissue sections revealed an abnormal epidermis
n miR-30a-overexpressmg tissue, with parakeratosis,
big round cells in suprabasal layers and absence of

mis3a

C.

W

‘l

AU

£
e
{
B
i
.

RALLL REY
i R [}
1 = X
t £
7 i
' - V

Figure 3. Caracterization of reconstructed epidermis overexpressing miR-30a. Reconstructed epidermis {REs) were generated
from keratinocytes transduced with the miR-30a lentiviral construction and treated by doxycydline to activate miR-30a expression. (A)
Evaluation of the morphology of the REs by HES ,andu-u'u ion of the miR-30a overexpression by in situ hybridization in
cmtrol and mR 302 RE. (B) Immunofl g of differ markers (LORICRIN, K10, K1, INVOLUCRIN and K14) and
acal ¢ of proliferation marker (667) in control and miR-30a overexpressing REs. Counterstaining was performed
with DAP| and the polycarbom membrane is indicated by dotted lines. (C) Quantification of the LORICRIN, K10, K1, INVOLUCRIN and
K14 labeled ares in the REs and evaluation of the number of KI67-positive cells. Results are mean +/- SD from three independent samples.
****P<0,0001. ns : non-significant. Scale bar = 25 um. Representative photographs of 3 independent replicates were shown.
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gtmﬂnhya(Figme3A). Imrmmofiuorescence stain-
mg of several early (K1, K10) and late (INVOLUCRIN,
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Figure 4. identification of potential miR-30a targets in human epidermis. (A) A list of genes potentially targeted by
miR-30a according to transcriptome data available in the GEO database. The number of conserved miR-30a MRE is indicated for
each gene. The potential expression of these genes in human epidermis (according to the Human Protein Atlas database) is
indicated. Five genes exhibiting 3 least one miR-30a conserved MRE and expressed in human epidermis, were analyzed by QPCR
in RNA zamples from skin equivalent (SE) model mimicking aging. The expression profile is indicated for these 5 genes. (B) The
expression levels of AVEN, IDHI and LOX were evaluated by QPCR in RNA samples from SEs mimicking aging with 3 long time of
culture from day 35 (D35) to day 100 (D100). Results are mean +/- SD from three independent samples. *P< 0,05, *** *P<0,0001.
(C) Expression of AVEN, IDH1 or LOX in young or old human skin sections assessed by immunofiuorescence for AVEN and IDH1
and by immunohistochemistry for LOX. (D) Quantification of the AVEN, IDH1 and LOX labeled area in the epidermis from young or
old human skin sections. Resuits are mean +/- SD from three independent samples. ***P<0,001, **P<0,01.
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absence of staining for the gramular marker LORICRIN
and strongly reduced ion of KI, KI0 and
INVOLUCRIN. On the contrary, basal keratin K14 was
expressed in almost all the mR-30a-over-expressing
epidermis (Figure 3B and 3C) indicating that the
d:&mnznmlxocsswasmsedmdﬁntm

analysis:
proliferative cells were restncted to the basal layers m
both control and miR-30a-overexpressing epidernus,
with no sigmficant difference (Figure 3B and 3C). The
r&:hscleniyshowedthﬁﬂnepdmldlﬂ'uu:mum
program was impaired m  mR-30a-overexpressing
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Identification of miR-30a gene targets in human
o

To decipher the molecular networks controlled by muR-
30amthms,wemmgbedpomﬂgmgmm
Transcriptome data already ited In the Gene
Expression Ommibus (GEO) database on NCBI iden-
tified 5 transcnptome projects m whuch miR-30a
expression was modulated (overexpression or silencing)
in culfured cells. The potenhal targets (transcnpts
repressed after miR-30a overexpression or mduced after
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Figure 5. AVEN, IDH1 andl.oxxecirecttmgetsofmn—m in keratinocytes. (A) The expression levels of AVEN, IDH1 and
Juated by

LOX proteins were bl mcultued keratinocytes transduced by the miR-303 lentivirus construction after
doxycydine tr (B) 4 luorescent g of AVEN and IDH1 and mnwndnswdicnnl staining of LOX in reconstructed
epodemnmugormtnuliﬂa:ﬁcr ,,' t C i wasperfwvmdmd\maldpolyarbu\:&

ane p is indicated by 3 dotted line. Rep ive photographs of 3 i i were shown. Scale bar = 25

pm. Nghtpands ql.nm:ﬁuuonofﬁleIMLLOXorAVENIabeled:ramﬂleEslesuls:nmmﬂ-mﬁwtheel\depﬂ\dwt
samples. ****P<0,0001, ***P<0,001 {C) The alignment of miR-30a putative binding sites in human AVEN, IDH1 or LOX 3™-UTR region
i; y pairing of miR-30a with AVEN, IDH1 or LOX wild-type (WT) and mutant (Mut) 3*-UTR

have been =ch d to show compl

constructs. Transduced § inoCytes were transfi d with WT or Mut reporter constructs. Luciferase intensities were normalized to

pgal idase level Results are mean +/- SD from three independent samples. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.
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miR-30a silencmg), idenfified m at least 2 of the 5
transenpiomes, were selected for firther amalyms.
Twenty-four genes were thus idenfified 14 of winch
were potentially expressed mn mman epidermms accord-
mg to the Hhomen Protemn Atlas (HPA) database and § of
whuch extibited conserved mB-30a response element
(MEE) in ther 3°'-UTR (Fipuwre 44) We therefore
selected 5 genes (AFEN, FEXL20, IDHI, TIN, TEPLT)
with at least 1 conserved muR-30a MRE and potenfially
expressed in the epiderms according o the HPA
database Fach of thess was then tested on ENA
samples from lonp-term culhme of skin equovalents
mumicking chronological aging. There was a sirong
decreaze m AFEN and IDH]T tramseript expression m the
late phase of culture, sugpeshng that thess 2 zenes
mught be repressed in aged eprdermus (Fizure 4B). We
also observed that IDHI, AVEN and LOX were re-
pressed at the mRMNA and protein level in kerafimocvies
from aped skin (Fipure 54). We then selected AFEN,
encoding a caspase mhnbetor, and IDH] encoding the
isocitrate dehydrogenase 1, as putative maR-30a tarpets
pnﬂtmhaﬂymﬂmhﬂadmhmquh:nsagng The
hmwntohe:m-ul'mdm}.ﬂahmqrbedlﬂ‘nmhatmn
[13] and to be directly mregulated by muR-30a in cancer
cells [14] Expression analy=is of the LOY transenpt m
the skin equivalent model of azing showed sigm
decrease m aged tisswes (Fipwe 4B). Fmally, we
analyzed the expression of the 3 mR-3a targets LOMX
IDH] and AVEN in aged boman skin and observed a
global reduction in the levels of these protemms m aped
epiderms, especially for IDH] and AVEN (Figue 4C
and 4I)). For IDH], a stronger expression was observed
m the dermis of aged skin (Figure 4C) sugpesting a
possible redistnbution of the protein in the aged skan.

The stody then focused en JDHI, LOX and AFEN, 3
genes potentially targeted by miF-30a and repressed m
aped Epuhlns_ T-n mﬁnnmgul.ahm by anSDa.,
proten

with overexpression of mR-30a was sindied (Figure
5B): expression of all 3 protems was strongly reduced
m cultured keratinocytes and reconstructed epidernms.
To demonsirate direct regulation of LOY, AFEN and
IDH] by ruR-30a, therr 3° UTE sequence. contammg at
least 1 specific miR.-30a MRE, was cloned into a hucife-
mmpm'buplmimﬂmdsmhmﬁﬁu:tedm
urman previously transduced by the omR-
30a lentiirns, and leciferase expression was momifored
m the context of mR-10a over-expression. There was a
sigmficant reduchon m heiferase actvaty for the 3°-
UTR-AVEN WT, 3" UTE-LOX WT and 3°-UTE-IDH1
WT after over-expression of mmE-30a (Figwe 5C).
EReporter plasmmids harbormg 2 modified form of the 3°
UTE. for these 3 genes were also constucted, with

mutations of the conserved nuR-30a MEE (see Figue 5C
for the desoriphion of WT and mtated 3 UTRE
sequences). With mufated forms of the 3°-UTR-AVEN
aﬂﬂ’ﬂlﬂﬂn!ﬁdafml3ﬂam—mam
on leefesse expression was abohizhed
(Figure 5C, top panels). For the 3 U'I'F.uHDHI the two
ﬂnewaslossufﬂmml{iﬂaeﬁectmhmfuasea:tmly
ocnly when the first MRE was omtated (Figue 5C,
bottom panels). These data confirmed the specificity of
miF-30a"s achon on these 3 targets by direct binding on
specific DINA sequence elemenis. Fmally, we de-
monstrated that miB-30a divectly targets LOX, IDHIT and
AVEN genes by specific binding an thesr 3 UTE.

Mir-30a  regulatezs barrer function and
keratinocytes apoptosis in human epidermis

We demonstrated that mB-30a over-expression
mmpaired expression of kemstmocyie differentizbon
markers m our model of reconstructed epidenms (EE)
(Figme 3). Based on these data, we explored the
ﬁ:n:hmalumseqmﬁufﬂlsmﬁmmmﬂu
bamer finchon Two complementary tests

puﬁmdmmnhnlmianmae;miﬂms.hans—
epadermal water loss (TEWL) measurement to assess
inside-out permeability and a Luocifer vellow assay to
evalnate the ouiside-m permeahbity of the bamer
There were significant nereases 1 TEWL (Figme 647
mﬂlmﬁ!}ﬂ]ﬂwpmnmﬁlgmljmnﬂiﬂﬂa—
overexpressing  fissue, suggesting mmpared  bamer
finction. We also demonsirated that omP-30a targeted
AFEN, a gene encoding an apoptesis mhibitor. We
therefore explored apoptosis level in control and miR-
3la-over-expressing  epidenmms: apopiotic cell abum-
dance was strongly mereased m muR-3a-posiive tissue
(Figwe 6C). Overall, these resulfs mdicated that miR-

cy‘bﬁmaﬁxﬁdﬁmshnwﬂlmmmal
locations, we cannot exclude that anatomical dfferen-
ces might inpact muicroBNA expression. However, we
confirmed miR-30a induchion with aging m a well-
recognized 1 vitre model of reconstrocted skm
mimicking chronologieal agmg [12] where  the
parameter of anatorme locabzahon 1= completely
abohshed We therefore consider that the mam

parameter responsible for DuR-30a mduchon m

@mh:ns:sﬂndnonﬂugﬂlaganfﬂ:nm
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Figure & MiR-30a overexpression decreases the functionality of reconstructed epidermis [REs]. [A) Trans-
epidermal water loss (TEWL) was measured for control or miR-30s overexpressing REs after doxyoydin treatment (B) Outside-
in permeability was evaluated using the Ludfer Yellow sssay for control or mil-30s overespressing REs after doooypoydin
treatment |C) Apoptosis TUNEL assay for control or mil-30a overespresing REs after doxycydiin trestment. The apoptotic
celdls are labeled in green and indicated with white arrows. Scale bar = 25 pm. The Quantification of the % of apoptotic cells
sppears on the praph. Results are mean +/- 5D from three independent samples. *P<,05, ** P00, ***P0,001.

We show here for the first time that rmB.-30a is an aged-
dependent microRMNA able to impair differentiafion and
mduce apopiosis in biman kerstmocytes. MiR-30a has
been intensively stadied m cancer, where ot plays a
complex and dual rwle a5 oncogens or onco-suppressor
depending on the type of cancer (for a review: [13])
MAR-30a also parhcipates m a wide range of iological
processes 1n nommal cells, mchuding ostecgemic and
chondrogeme differentiation [16, 17], newronal develop-
ment [13], epithehal-to-mesenchymal transiion [19],
[20] and aufo-inrmme response regulation
[21]. However, the role of mB-30a m the epidermms
remaims larpely unexplored Only one paper publizhed
to date presented data about maR-30a m keratimocytes:
the authors suzgested that mmPB.-30a could be regulated
by transenphion factor P63 and be myolved in the omset
of differentizhon m monolayer culimres of hwman
keratinocytes [22]. Unfortmately, the present cultmre
maodel was mable to confirm a ink between mR-30a
and P63 (data pot shown), although this could be an
mpertant mechamsm m the regulation of epidermal
homeastasis. The present study 15 also the first to report
mPR-30a induchon by chronolomeal apmg, although

a few papers have shown a link between miR-3(a
expression and cellular senescence. especially m
fibroblasts [23] and cord-blood stem-cells [24] We also
observed miR-30a mduction in repheative senescent
keratinneytes (Figure 55); m our hand=, however, over-
expression of miR-30a m kerstinocytes did not induce
senescence, suggestmg that uR-30a mduchon 15 a
consequence but not 2 cawse of cellular senescence m

keratinocytes (data not showm).

We demonstrated that 1) miR-30a-5p and -3p are

induced in aged epidermis, 7) miR-30a directly targets
the LOX, IDHI and AVEN genes, and 3) MiR.

mn }-dimensional organotypic cultme. | 5 therefore
very temptng to explam muR-30a effects in keratino-
cytes in terms of represmion of its targets, especially
LOX and AVEN. The LOX pene encodes lysyl ccadase,
an exfracellnlar ereyme mvelved m the matwation of
mmmﬂhasbema]sushunmlharlﬂx
15 expressed in lwman kevatmocytes and is able to
regulate keratinocyte differentiation independently of its
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mimicking the effect of mR-30a ovemsxpression
observed m the present study. B can therefore be
hypothesized that the pegathve effect of mRB-3a on
epdermal differenhiabon could at least partly, be hnked
o LIOX repression.

The AFEN gene encodes a caspase mhibitor that plays
an anfi-apopiotic role by inferacting with Bel-¥1 and
Apaf-1 [26]. The mole of AVEN m epidermms has been
pomly studied We demwonstrated bere that AVEN 15
expressed in imon epidermi=, 15 repressed in aged =kin
and 1= alzo down-repulated i BE over-expressing nmR.-
30a and exlibatmz a high concentraton of apoptohc
cells. Taken together, these resulis suggest that ouR-
Jla-mediated slencmg of anh-apoptotic protem AVEN
1s mvolved in the apoptosis burst observed in owr 3D
culbared I . Contrary to LOX and AVEN,

MHADPH IDH] tfms plays a key role m anbi-oxadatve
cell protection by manfamng the omdo-reduction
potential [27]. IDHI down-regulation durng the early
stages of skin tumorigensesis 15 shongly comelated with
fmpmmtmn[lﬁ] moreover, IDH] mmtations are
frequentty foumd n pelanema and vanows other
to metastasis by altenng cellular metabolism [29-31]. It
has been showm that overexpression of a mutated form
of IDH] n pewal stem-cells leads to differenfiation
defects and increased apopiosis susceptibalty [32]. It is
therefore possible that down-repulaton of IDHL by
miR-30a mduces a simmlar effect n culhured kerating-
cytes. In the present stady, IDH]1 was stronghy repressad
m aged human epidermms (Fimmre 4) buat also m eulfured
hwman keratmocytes from aged mdividuals (data not
showm). IDH] repression m aged epidermms could
ﬂm&ﬁm‘enmt:ﬂmtetusemlﬂrymﬁmlde&ch
observed In aping tssue, meluding diferentiation
defects and mereased sensifmity to ocodative stress.
Altered IDH] expression m aged tissues and indmi-
duals, almady observed m . Elggems [33] may
therefore be a general hallmark of aging. However,
m{]nﬂmhmmﬂmm&oklsh.n{ﬁgmeﬂ
mught also evocate multple and perhaps opposie
functions m the skin duing agng.

The present stndy wed 30 organctypc primary
keratmocyte culbore to mimie oman eprdermms and to
study the fimctonal consequences of muR-30a over-
expression. There was a strong mereass m apoptotic cell
rates in the vanous layers of the EEs and an impaimment

of epdermal differenfiaton, comelated with less
efficient bamer function These featres, obtained n a
simple model of 30-culture, esemble some aspects of
in situ epidermus m the elderly. Imparment of
epadermal bamer fimehon m aged skin 1= 3 Eeogmmed
fimetional defect that has been  quanhiatively
some skin bamer finchon parameters, such as hpad
production and skin surface pH, correlate with age [34-
36). Moreover, it has been showm that the differentiation
program 15 dishobed in aged skin with reduced
expression of vanous differentiation markers, mchudmgz
lomerim and imvoluenn [12, 37], two protems strongly
reduced m mR-30z-overexpressing epiderrms  equ-
valent= Finally, aged skin shows increassd TUMEL
ndex, with positrve cells detected not only m the
differenfizted termuimal lavers but also below the
gramular layer, mdicating apoptosis rather than terminal
differentizhon [38]. The phenctvpe of the epderoms
equvalents obfzmed with meR-30a-cverexpressmg
kﬂzhmc}mmﬂﬂeﬁnmhelakmhauhibnm

important feztures of skin agmg, and # may be
mggﬁ&dﬂ:dniﬁ.ﬁﬂankﬁﬂmmep-{hnlsdmnﬂg
agmg may be pheated m cerfam deletenous aspects
of aged tissue. MiR-30a thus appears to be a possible
tarpet for don anh-aging stratepes wng genefic or
cosmetic approaches.

METHODS
Human skin zamples

Mormal hwman skin tissue explanis were obtained from
the surgical discard of anonymous healthy patients wath
informed consent of adult donors or chuildren’s parents
in accordance with ethical pmdslines (French Bioethics
law of 2004) and declared to the Fremch research
mmimstry (Declaration no. DC-2008-162 debivered to the
Cell and Tismne Bank of Hospices Cmals de Lyom).
Youmg (=5 years), adult (1940 years) and aged (=60
years) buman pomary kerstnocytes (HPE) were
1solated wath fovpsm (Gibeo, Life Tad:.mlug:ﬁ.
Caﬂﬁhd,ﬂﬂ,lﬁﬁjmi&sp&ﬂhspﬁseﬂ,m

cytes, 1solated as desembed elsewhere [39] were cultured
m EGAVD mednmmn (Promecell Heidelberg, Germany) as
pevnously descnbed [3] and used at early passage
(passage 2 or 3) m the subsequent experiments. All kera-
tinocytes were passed m the exponential phase of growth.

ENA isolation and real-time quantitative PCR

Total RNA was isolated using 3 mirVam™ miRMA
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To study miBNA expression profiles, omBMNA was
reverse-transeribed mio cDMNA usmg a Taghion®
MicroBNA FReverse Transeriphon Eit (Apphed
Biosystemrs, Foster City, USA) and analyzed on real-
tmme gPCE. wing a TagMan® Unmersal PCR. Master
Mix (Apphed Biosystems, Foster Cify, USA) on an
Analx Realtime PCR system (Aglent Genomics,
Santa Clara, CA TUSA). Fesults were normalized to
FMU4E mnoRMNA expression level.

To study mBEMNA expression profiles, mBNA was
mﬁnm‘ibedmhdﬂ@;umgapjlmsm;t

real-ime gPCR usmg a SYERE Premmx ExTagll
(Taka:a.Shiga,Japan}mﬂmsminsﬁumﬂ Results
were nomalzed to 185 IRNA Emsu:m level

expression  profiles  keratmocytes
young (<5 years), adult (1940 wears) and aped skan
(‘=6ﬂ }ms}wmamlymdmgawhﬂehm
contammz 30434  probes
I{GE:ECh:pmmRNA4ﬂAna}FAEy‘ﬂ:dnx,Smh

EEnOme
fambty (Lyon, France) as previously desembed [40].
Sigmficantly modulated mucroRNAs were selected by
fold change = 1.5 and pvalue <0.05 (mmltiple unpaied
ttest FDE = 5%). The microamray data have been
at NCEI (hitps-/"wwwnchinbm mb gov/ges’) and are
avallable with GEQ accesmon mmober GSE101493.

Protein exiraction and western blotting

membrane were performed as previcusly desembed
[41]. The memirane was meubated overmght at 4°C m
TBS-T wnth primary anhbody specific fo IDH] (Cell
Sipnabmz Technoloey, Damvers, USA #D2HI, /10000,
LOX (home-made anfibody, 172500, AVEN (Sigma_ St-
Lowms, USA #HPAN20863, L100) o ACTIN
(Miolipore, Billerea, USA #AAJAR 1501 Clone C4,
1/5000). The membrane was then washed 3 fimes m
TBS-T and meubated with secondary ambibody for 1

howr at room tenperature. The perceadase-conugated

secondary anmhbodies were goat anb-mouse Izl and
goat aphrabbat IgG (Themw Fisher Scienfific,
Waltham, TSA). Proteins were detected wsing an
enhanred chermhmmmescence system (Thermo Fisher
Scienfific, Waltham, MA A USA) and the sipnal was
deterted by the Fosiom Fx system (Vilber Lowrmat,
Collémen France].

Plasmid construction, lentiviral production and cell
infection

The genommc DMA sequence confammng the hsa-mmB-
30z precursor was amphfied with the followine prmmers-
5- COGAATTCCCTTGAAGTCCGAGGCAGTA
(formard) and 5°- COGAATTCTACAGAATCGTTGC
pEN TTmes (Addgun#ﬁ?ﬁ Cambndge, MA TUSA)
between two EcoRl mstnchon sites. A conirel plasomd
was constructed with an empty pen. TTmes. Then mB-
30z or conirol pen. TTmes was recombined mio pSLIE-
Veme (Addpene #25734) vang Gateway LE Clonase
(Imtrogen, Carlsbad, CA, USA) acconding to the
manufachrer’s mstrochons. All cloned products were
particles were produced by the vector facility at SFR
BuwoSaences Gerland-Iyon Sud (Lyon, France) as
previousty described [42].

HEPs weme mfected at a MOI of 10 and treated with 1
prml doxyeychne (Sipma St-Lows, MO, TUSA) o
mduce mE-30a overexpression Far R‘.Epndmﬁm:l.
miected HPE:= were treated with 0.1 pg'ml doxyeyelme.
We had previously checked that thus low concentrabon of
doxyeyelme was able to activate oaR-30a expression but

had o deletenious effect on keratinocyies proliferation
and stratification m BEs and SEs crganotvpic models.

Identification of miE-3a target: and lociferaze
ATIAFS

The Gene Expression Ommibuws (GEQ) database
(bitps:'www.ochinlm mb goviees’) was uwsed fto
identify putative targets of mR-3a by companson of 5
transcriptomes performed on cells after miB-30a mo-
dulation (Accession mumbers: GSE12908, GSE16569,
GEEX92]1, GSE36565, GSE4160T). Genes idevtified
byaileast?nfﬂmitmmseb:hdﬁx
firther analysis. The Humen Protem Atlas database [43]
was then used to select predicted target genes encodmg
proteins expressed m human epidermus. A final search
for conserved mmR-30a MicroRMA Recopmiion
Elements (MEE) m the 3'UTR of the selected genss was
performed vsing TargetSean 7.1 (oo tarpetscan org).

& 3" UTE. sequance of AVEN (194 ph), IDHI (240 pb)
or LOB (306 pb) contammg the candidate miR-30a
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To study miBNA expression profiles, omBMNA was
reverse-transeribed mio cDMNA usmg a Taghion®
MicroBNA FReverse Transeriphon Eit (Apphed
Biosystemrs, Foster City, USA) and analyzed on real-
tmme gPCE. wing a TagMan® Unmersal PCR. Master
Mix (Apphed Biosystems, Foster Cify, USA) on an
Analx Realtime PCR system (Aglent Genomics,
Santa Clara, CA TUSA). Fesults were normalized to
FMU4E mnoRMNA expression level.

To study mBEMNA expression profiles, mBNA was
mﬁnm‘ibedmhdﬂ@;umgapjlmsm;t

real-ime gPCR usmg a SYERE Premmx ExTagll
(Taka:a.Shiga,Japan}mﬂmsminsﬁumﬂ Results
were nomalzed to 185 IRNA Emsu:m level

expression  profiles  keratmocytes
young (<5 years), adult (1940 wears) and aped skan
(‘=6ﬂ }ms}wmamlymdmgawhﬂehm
contammz 30434  probes
I{GE:ECh:pmmRNA4ﬂAna}FAEy‘ﬂ:dnx,Smh

EEnOme
fambty (Lyon, France) as previously desembed [40].
Sigmficantly modulated mucroRNAs were selected by
fold change = 1.5 and pvalue <0.05 (mmltiple unpaied
ttest FDE = 5%). The microamray data have been
at NCEI (hitps-/"wwwnchinbm mb gov/ges’) and are
avallable with GEQ accesmon mmober GSE101493.

Protein exiraction and western blotting

membrane were performed as previcusly desembed
[41]. The memirane was meubated overmght at 4°C m
TBS-T wnth primary anhbody specific fo IDH] (Cell
Sipnabmz Technoloey, Damvers, USA #D2HI, /10000,
LOX (home-made anfibody, 172500, AVEN (Sigma_ St-
Lowms, USA #HPAN20863, L100) o ACTIN
(Miolipore, Billerea, USA #AAJAR 1501 Clone C4,
1/5000). The membrane was then washed 3 fimes m
TBS-T and meubated with secondary ambibody for 1

howr at room tenperature. The perceadase-conugated

secondary anmhbodies were goat anb-mouse Izl and
goat aphrabbat IgG (Themw Fisher Scienfific,
Waltham, TSA). Proteins were detected wsing an
enhanred chermhmmmescence system (Thermo Fisher
Scienfific, Waltham, MA A USA) and the sipnal was
deterted by the Fosiom Fx system (Vilber Lowrmat,
Collémen France].

Plasmid construction, lentiviral production and cell
infection

The genommc DMA sequence confammng the hsa-mmB-
30z precursor was amphfied with the followine prmmers-
5- COGAATTCCCTTGAAGTCCGAGGCAGTA
(formard) and 5°- COGAATTCTACAGAATCGTTGC
pEN TTmes (Addgun#ﬁ?ﬁ Cambndge, MA TUSA)
between two EcoRl mstnchon sites. A conirel plasomd
was constructed with an empty pen. TTmes. Then mB-
30z or conirol pen. TTmes was recombined mio pSLIE-
Veme (Addpene #25734) vang Gateway LE Clonase
(Imtrogen, Carlsbad, CA, USA) acconding to the
manufachrer’s mstrochons. All cloned products were
particles were produced by the vector facility at SFR
BuwoSaences Gerland-Iyon Sud (Lyon, France) as
previousty described [42].

HEPs weme mfected at a MOI of 10 and treated with 1
prml doxyeychne (Sipma St-Lows, MO, TUSA) o
mduce mE-30a overexpression Far R‘.Epndmﬁm:l.
miected HPE:= were treated with 0.1 pg'ml doxyeyelme.
We had previously checked that thus low concentrabon of
doxyeyelme was able to activate oaR-30a expression but

had o deletenious effect on keratinocyies proliferation
and stratification m BEs and SEs crganotvpic models.

Identification of miE-3a target: and lociferaze
ATIAFS

The Gene Expression Ommibuws (GEQ) database
(bitps:'www.ochinlm mb goviees’) was uwsed fto
identify putative targets of mR-3a by companson of 5
transcriptomes performed on cells after miB-30a mo-
dulation (Accession mumbers: GSE12908, GSE16569,
GEEX92]1, GSE36565, GSE4160T). Genes idevtified
byaileast?nfﬂmitmmseb:hdﬁx
firther analysis. The Humen Protem Atlas database [43]
was then used to select predicted target genes encodmg
proteins expressed m human epidermus. A final search
for conserved mmR-30a MicroRMA Recopmiion
Elements (MEE) m the 3'UTR of the selected genss was
performed vsing TargetSean 7.1 (oo tarpetscan org).

& 3" UTE. sequance of AVEN (194 ph), IDHI (240 pb)
or LOB (306 pb) contammg the candidate miR-30a
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genomme DMA 3"UTR sequences of LOK and AVEN
contamed 1 candidate nuR-30a conserved binding site
and the 3'UTE sequence of IDH] confamed 2. The
primers used for this amphification are listed m the
Supplementary Materials and Methods file.

Afier TA-clonimg to allow net cuts to mestricted sifes, the
BCE. product was cloned mio the Hndlll and Sacl
resinchon sites downstream of the open reading frame
of ciferase m the pMIB-REPORT vector (Ambion,

Imatrogen, Carlsbad, CA USA) to penerate AVEN-
FUTE, IDH1-3"UTE. ar LOX-3"UTR. reporter.

A 3 bp delefion m the GTTACA miR-30a bindmg sife

Quil{:hangp
UEA}.mHlHEXSUmmmEmHE
and the prnmers listed mn the Supplementary Matenals
and Methods section. This penerated the mot-3-3"UTR.
reporter vector. All doned products were sequenced
beforeuse.

pSLIE Venns muR-30a usng the Dual Luciferase
accordmg to the manufachurer’s instrochions. Transiend
transfection of 500ng pMIE report-3'UTE. AVEN,
IDH] or LOY or thewr mndants and 100nz pMIE B-
galartosidass was camed out m duphicate usmg JatPa
mgm@ohphs,]]llnmh,Fm}Fnrty—agllhmn
after transfection and oeB-I0a  overexpression
huoferase and P-galactosidase actvity was measwed.
The luciferase and befz-galactosidase actvity were
measured by hommnescence m a mucroplate reader
Sinfinite BM10000, Tecan, Mamedof Switzerland).
Three independent Tiologpical meplicates wee
performed

In vitro 3D homan skin equivalents (SE) culture

SE culiwres were prepared as descnbed previously [44].
Bnefly, fibroblasts from young donors were seeded at a
final density of 250 000 cells'om® onto a dermal
substrate (D5) made of chitosan-cross-linked collagen-
ghﬂusmm_gl}mm[-ﬁ] This DS was grown
medium supplemented with 50 me'ml 1-
a&mbw:ami(&gn:n;lanilﬂng.fmlnfEﬁFaiST“Cma
5% C0; atmosphere, and the medmm was changed
every day for 21 days. For the preparation of SE.
keratinocytes from voung donor were seedad onto the
DS on day 21. These submerged SEs were cultured for
?da}'smlammmmiﬂ:mmsedatﬂ:e
air-hqud mierface and coltured m 2 smphfied kera-

10% FCS, 10 ngml. EGF, 012 IlHml. msubm, 04
mzml hjrdmmmhsul:g and aphibictics. Samples were

hmrmdaﬂntSS 45, 55, 65 'T"Saruilﬂlldz_vsoftdal
gmmlﬁﬂmslmiﬁashﬂibed[l?] For each cell
culiure condihon and amaly=sis, SEs were produced m

EE meparation was adapted from Le Provost et al,
2010 [13]. Boefly, 3.10* fibroblasts were seeded on the
ocuter face of the polvearbonate membrane of cell
culiwre meerts (Millipore, Sipma-Aldoch, Samt-Loms,
MO, USA) They wem cultmed for 2 days m
DMEI'.{."FUsupphnmtedw:ﬂlleﬂalmbuune
(Gibeo, Thermuofischer, Waltham MA, USA) and
pemcilbn/sireptonmyein (Sipma, St-Lows, MO, USA).
T]]ﬂ],ilﬁ!kmmﬁm3dlﬁ!ﬂltmdm5
and infected by pSLIE Venus control ar pSLIE Verms
mB-30a were seaded on the mner face of cell cultue
inserts amd cultored for 3 days m DMEMTFI2
II; Hyclone, Thermo Fisher Scientific, Waltham TUSA),
0.2 ng/ml EGF (Gibeo, Thermofischer, Waltham, MA
US4), 0.4 pgml hydrocortisone (Sigma St-Lowms, MO,
USA), 5 pe'ml meubn (Sigma, St-Lowms, TTSA), B ng/ml
cholera toxin (Sigma, St-Lowis, MO, USA4), 210" M
Tnaodothyronme (Sigma, St-Lowms, MO, USA), 24
pz/ml adenme (Sagma, S+-Lows, MO, USA) and
pmu]hnfmttm::a:m_ To mduce statificaton and
differentiation were placed at the
airhaquod mferface and cultwred for another 2 days m
the same mednim, except that EGF and ademime were
omufted, the final calenom chlonde (Sigma, St-Lowms,
USA) concenfration was adusted to 2mbd 50 pz/ml
vitamn C and 0.1 pg/ml decoyeychne were added. Cells
were then culhmed for another 12 days m the same
mednmm,  except that the fetal bovine serom
concentration was reduced to 1%, Dunng the immersion

Funectional evalnaton of barrier function

At the end of RE preparaton. EEs were held at room
tenperature without culture plate covers for 1 hour to
remove any residual humdity. Then trans-epadermmal
water loss (TEWL) was measuwred on Biox Aquathee
(Biox Systenws Ltd Bishop's Stortford, UK) accordmg
to the marmfacturer’s mstruchons. Three mdependent
techmical repheates were performed for each EE (3 BE=
per condifion ).
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At the end of preparation, 200 pl of 1 mM Lucfer

vellow (Sizma, St-Lows, MO, USA) was added on the
RE_sm:l'anP_ A.ﬂmmfubahmaii?“{:ﬁxﬁhmn,ﬂ:e

Apoptosiz TUNEL assay

A Chek4T® Plos TUMEL Assay (Thermo Fisher
Scenhfic Waltham TUSA) was used to assess apoptotic
cell rates, accardmg to the manufacturer’s instoctions.

Histology and immunofluorescence microscopy

FE samples were fixed in Zine Formal -Fooe™

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for 24 howrs at
4°C, embedded m paraffin and then cuf info 5 pm
sechons were either stamed with HES to check
morphology or pemmeabilized and blocked by 1%
bovine allunm senm (BSA) + 1074 goat serum + 003M
ghicme in PBS-T for | how at room temperzture.
dihited m PBS + 0.1% pgoat senmm overmght at 4°C:
INVOLUCRIN (Sigma, St-Lows, MO, USA #-9018,
1200), E10 (Dako, Apglent Santa Clara, CA USA
#7002, 1/50), El {Covance, Pnnceton, NI, USA
4PRE-149P, mmu}mmmmmmhm
NI, USA #PEB-145F, 1/10007), E14 (Movocastra, Leica,
Manterre, France #CL-LLO02, 1/200), AVEN (Sigma,
St Loms, MO, USA #HPA020863, 1/100), IDHI (Cell
S1gnaling Techoology, Danvers, USA #DIH1, 1/1,000).
Secondary Aleca-48E and Alewa-546-comupated anh-
mouse or amt-rabbit (Molecular Probes, Eugens Or,
USA) was nl:uha:bd 1 ]:umr at room femperature.

Mounting
Scientific, Waltham MA TSA) Megative confrols
were performed by onutting the prmery anfibody.

To study LOX expression, fissue sechons were etched
and fixed m Bown's foathe (Microm Microtech
Francheville, France) and then LOX exmression was
detected as previously descnibed [46]. Ei-67 expression
was detected as previously descmibed [12]. Fmage
acqusiion was performed usine 2 Mkon microscope
(Mikon TE300, Chanmpigny-sur-Mame, France) with a
coolsnap fix CCD camera (Photometnies, Tucson, A7,
Corporation, West Chester, PA_ TSA).

In situ hybridization of miB-30a

The assay was performed on young or aged skin and oo
EE paraffin sectons as desenbed previously [47]. On
skin paraffin sections, hea-miR-3a-3p, hsa-miR-30a-5p
USA) were used at 40 oM. On RE sechons, these
probes were used at 100oh A THNA U6 positve contrel
was used at | oM. The anh-percecydase reaction was nn
for 24h at 30°C.

Imapge analymiz

Imagzmahmmspﬂﬁnmedusmglmagdm
The parameters of mberested were Ei-67 moclens
positive cells and the surface area of K14, K1, EIO,
INVOLUCEIN, LORICEIN, LOX IDH1 ani.ﬂﬂ-"ﬂ{
Cruanhifications were performed as previously described
[12]. Data were npommabized either by basensent
membrane lensth or by epidermal area

Statistical analysis

All data are represented as means for at least 3
independent expeniments. Statstical spmficance was
calculated by a two-taled Stodent’s t-test for umpaimed
samples to compare 2 proups and by ope-way analysis
of varance (ANOVA) to compare 3 or more groups. All
6.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). All
resulis are expressed as mean =+ S0, Mean differences
were considered to be siEm when P-=0.05.
¥ 05, ¥P=0.01, *#**P-0.001, ***P=0.000]1 (ns =

non-sigmificant).
Abbreviations

UV (Ultra Viclet), QPCR. (Quantitative Polymerase

Chain Eeachon), SE (Skin Egqwvaleni), ERE

{Rmshﬂdqnh:nm},l‘]ﬁﬁfﬂm:ﬁmxyhn&m
(MicroRNA Responding
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Figure 51. Relative expression of miR-30a-3p and miR-30a-5p in human keratinooytes.
MER-30=-3p and mik-302-5p expression levels were mezsured by g-PCR on cultured kerstinooytes
froom young and aped donors. Data were caloulated wsing miR-303-3p expression levels 2= 2
reference. Results are mean +/- 50 from three independent samples.
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Figure 52. Relative expression of miR-30a-3p and miR-30a-5p in in young and aged
epidermis. MiR-30z-3p and mil-30s-5p expression levels wene measured by q-PCR on epidermis
RNA mmples from young and aged donors. Data were calculated wsing mik-302-5p expression
levels 3= 3 reference. Results are mean £/~ 5D from three independent samples. *P.D05.
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Figure 53. MiR-30a-3p and miR-30a-5p level in REs overexpressing miR-30a. Keratinocytes
were infected with lentiviral vector particules of pSUK-Venus control or pSUK-Venus miR-303, treated
by doxycyclin and then used to generate reconstructed epidermis. MiR-30a-3p and miR-30a-5p
expression levels were measured on total REs RNA sample by quantitative-PCR. Results are mean +/- 5D
from three independent samples. ** *P<0,001.
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Figure S4. LOX, IDH1 and AVEN expression in keratinocytes from young and aged skin. (A) The expression level of AVEN, IDH1
and LOX transcripts were evaluated by gPCR in RNA ples from keratinocytes prepared from young or aged zkin. Results are mean +/-
5D from 8 independent samples. *P< 0,05. {B) The expression levels of AVEN, IDH1 and LOX proteins were evaluated by western blotting
in cultured keratinocytes prepared from young or aged skin. Actin was used as a loading control.
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Figure 55. P16, miR-303-3p, miR-30a-5p, LOX, IDHL and AVEMN expression in normal and replicative senescent keratinocytes
from young skin The expression level of miR-30s-3p, miR-30=-5p, AVEN, IDHI and LOX transcripts were evaluated by gPCR in RNA

samples from keratinocytes prepaned from young skin at eardy pasage (passage 2] and replicative sepeccent keratinooytes (passage 6). P16
wias used &5 & marker of senescence. Besults are mean +/- 50 from three independent ssmples. *Pac 0005, **Po0U0L. ns : non significnt.

SUPPLEMENTAEY MATERTALS
List of primers used for QPCR
Gene  Gene ID Primer
AVEM 57099 Feverse 5
Foreardy'
IDH1 3417 Feversa 5
Foreardy'
LOX 4015 Reverse 3
Forward'
185 100008588 Reverse 3
Foreardy'

AND METHODS

Primer &
GOCAAGCTTGCATGOCTTGTTTGCATCTA-37
ATGAGCTCGCAGCTIGTTGCATTIGTTT-3°
GOCAAGCTTCATGTTCACAAAGGTGGCAAT -3°
ATGAGCTCTCAAACTAGCTCAGGCCAAA S’
TIGGETOGGCTGGETAAGAAAT-3’
GGATACGGCACTGGCTACTTC-3
CEATGOGGOGGOGTTATT-3
CCTIGGTGGTGCOCCTTCCGT-3

List of primers used for the amplification of the target genez 3'-TUTR

Pu Restricts g
3" UTR. AVEN forward Sacl - ATeapeteGCAGCTTGTTGCATTTIGTTT-3"

3" UTR AVEN reverse HindIlT 5 -GCCaapcttGCATGCCTTGTTIGCATCTA-Y

3 UTR IDH] forward Sacl 5 -ATeagcte TCAAACTAGCTCAGGOCAAA-Y

3 UTR IDH] reverse HindIl 5 -GUCaapcttCATGTTCACAAAGGTGGCAAT-3”

3 UTR LOX forward Sacl 5-ATgagetc ATGGACACATCTGGTGCTGA-3”

3" UTR LOX reverse HindIl 5 -GUGaapcttCTGOCCATGGGAAAGATAAA ¥
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List of primers used for the mutagenesis of the potential mmE-30a MEE
ot VEN forward SCANCATAGCCAGTGTCAGCATAGCAGATGC-Y
mut AVEN reverse S GCATCTGCTATGCTGACACTGGCTATGTIG-3
mut IDH] £- spe 1 ¥ GETAACTAGGTCTACAGGTCATITITCTGIGTTACAC-3
ot IDH] 1 - sate 1 SGTGTAACACAGAAAAATGACCTGTAGACCTAGTTACC-3
mmat D] £ site 2 SGAGTTTATCTTTTCTATAAGTCAGCCTTTTTCTTATATATAC-3'
ot D] 1 - site 2 SGTATATATAAGAAAAAGGCTGACTTATAGAAA AGATAAACTC-
ot DO forward FOCCTATATAAAAAGTATGTCATITAAAAAATTAGTAG S
mut LOX reverse S CTACTAATTITTTAAATGACATACTTTTITATATAGGG-3
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Ce projet, financé par Labcatal, fait suite a la collaboration préalable avec le CEA de Grenoble.
L'objectif était d’évaluer I'effet photoprotecteur d’un apport sélénié (sous forme de Sélénite de
Sodium Oligosol) sur des kératinocytes primaires issus des peaux normales jeunes et agées.
L'utilisation d’outils innovants (puces a activité enzymatique développées et brevetées par le
CEA de Grenoble) a permis une analyse fine des mécanismes cellulaires et moléculaires de ces
kératinocytes. Les résultats obtenus ont montrés que i) la supplémentation en sélénite de
sodium augmentait globalement les capacités de réparation de I’ADN pour les kératinocytes
jeunes ; ii) I'effet protecteur du sélénite de sodium contre les UVA, rayonnements responsables
du photovieillissement, est dose et age dépendant (30nM nécessaire pour protéger les
kératinocytes jeunes par rapport a 240nM pour les kératinocytes agés).

Il nous a été demandé de démontrer si I'effet protecteur du sélénium sur le photovieillissement
était transposable au vieillissement chronologique en utilisant des modeles de peaux
reconstruites in vitro, modele plus proche de la peau native.

Dans ce contexte, aprés avoir sélectionné 30nM comme étant la concentration optimale dans
nos conditions de culture, nous avons aussi observé une forte induction de la prolifération des
kératinocytes par le sélénium ainsi qu’un potentiel clonogénique augmenté. En effet, le
sélénium permet d’enrichir la culture de 50% en holoclones, clones générés par les
kératinocytes souches de I'épiderme, et enfin de retarder leur entrée en sénescence réplicative.
Sur les peaux reconstruites, le sélénium permet de préserver ’homéostasie épidermique au
cours d’une culture prolongée mimant le vieillissement. L'épiderme présente alors un nombre
de cellules prolifératives exprimant Ki67 et CK15 deux fois plus important associé a une
diminution de moitié du nombre de cellules sénescentes exprimant p16INK4a.

Grace a l'expertise de Docteur Patricia Rousselle sur la jonction dermo-épidermique et les
propriétés d’adhésion des kératinocytes, nous avons pu identifier que le sélénium préserve les
kératinocytes souches grace a une meilleure adhésion des kératinocytes a la lame basale par
enrichissement des intégrines a6 et 1.

Nos résultats ouvrent des perspectives pour Labcatal quant a l'utilisation du sélénium, sous sa

forme sélénite de sodium, pour ses vertus anti sénescence de I'épiderme cutané.
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La FIGURE 44 résume les différentes étapes du protocole qui ont permis a aboutir d’'une part ala
sélection de la concentration idéale de sélénium pour les cellules cutanées, dans nos conditions
de culture, et d’autre part a I'analyse du mécanisme d’action du sélénium sur des cellules en

culture monocouche et dans un modéle de peau reconstruite mimant le vieillissement.

| Détermination Concentration non toxique & eﬁlcaoe |

IR I

63,3,‘&3 0&3\0422 [)316 0,233 0127 0(5' 5 75 875 1875
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‘ ’ .................
\1‘ / Cyloloxicité & court terme = viabilité par le fest \2_ /' Cytotoxicité & long terme = |
MTT [ clonogénicité :
Réalisé sur n=3 fibroblastes et n=3 kératinocyles L Réalisé sur n=3 kératinocytes I

réplicative des
kératinocytes

Meécanisme d'action

Figure 43: schéma récapitulatif des étapes nécessaire a I'analyse de I'impact du sélénium sur les cellules

souches cutanées

L. DETERMINATION DE LA CONCENTRATION NON TOXIQUE ET
EFFICACE

A. ETAPE N°1: CYTOTOXICITE A COURT TERME : TEST AU MTT

Le test MTT est un test colorimétrique permettant d’évaluer la viabilité cellulaire via la mesure
du métabolisme des cellules. Il est ici utilisé afin d’établir la gamme de concentration de
sélénium non toxique pour les fibroblastes et les kératinocytes. Le réactif utilisé est le sel de
tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium), qui sera

réduit par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes. Cette réaction
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forme du formazan, précipité violet dont la quantité formée est directement proportionnelle a
la quantité de cellules vivantes. Le précipité violet est alors dissout par de I'isopropanol acidifié
ou du DMSO suivi d’un dosage spectrophotométrique de la densité optique (DO) a 560 nm.

Le pourcentage de viabilité cellulaire est calculé de la sorte :

% viabilité = [(DO des cellules traitées au sélénium — DO du milieu de culture sans cellule)/(DO
du contréle correspondant a 100% de cellules — DO du milieu de culture sans cellule)] * 100

Le sélénium est ajouté au milieu de culture lorsque les cellules, cultivées en plaque 6 puits a
densité usuelle, sont a 50-60% de confluence. La viabilité cellulaire est évaluée apres 72h
d’incubation suivant I'ajout de sélénium. Pour cela, on ajoute dans chaque puit 200uL de
solution de MTT préparée extemporanément a une concentration de 5 mg/mL. Les plaques sont
incubées 2 a 3h a 37°C et 5% de CO2, puis les précipités de formazan sont solubilisés avec 2 mL
de DMSO ou d’isopropanol acide. Pour finir, 4 prélevements de 150 pL pour chaque condition

sont transférés dans une plaque 96 puits pour permettre la lecture de I'absorbance a 560 nm.

B. ETAPE N°2: CYTOTOXICITE A LONG TERME : CLONOGENICITE

Le test clonogénique nous permet ici de tester l'influence des concentrations de sélénium
durant une exposition plus longue (10 a 14jours) et sur des kératinocytes ensemencés a densité
clonale. Le sélénium aux concentrations choisies dilué extemporanément dans le milieu de
culture des kératinocytes est ajouté dés le premier changement de milieu et jusqu’a I'arrét des
cultures. Les kératinocytes proviennent de donneurs différents et donc d’ages variés mais ils ont

été utilisés au méme passage.
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[I. INFLUENCE DE LA SUPPLEMENTATION A 30 NM DE PEAUX
RECONSTRUITES SENESCENTES

Les peaux reconstruites ont été préparées comme décrit précédemment avec des fibroblastes
néonataux et des kératinocytes néonataux dont le temps de culture a été allongé jusqu’a 60

jours afin de mimer la sénescence selon la FIGURE 45.

Ajout de sélénium a 30 nM

rmr = =

D J JB M5 J0

Ensemencement Ensemencement  Interface * *
des fibroblastes des keratinocytes AL TT_ T

Figure 44: cinétique de culture des peaux reconstruites supplémentées a 30nM de sélénium et suivi des

temps de récolte des échantillons

Deux populations de peaux ont été séparées au passage a l'interface air/liquide :
- Les peaux contrdles
- Les peaux supplémentées avec 30nM de sélénium a chaque changement de milieu
jusqu’a inclusion des échantillons a J45 et J60 correspondant a 17 jours et 32 jours de

supplémentation respectivement.
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[TI. INFLUENCE DE LA SUPPLEMENTATION A 30NM DE
SELENIUM SUR LA SENESCENCE REPLICATIVE DE
KERATINOCYTES PRIMAIRES

Pour I'analyse de la sénescence réplicative, les cellules de chaque donneur ont été séparées en
deux groupes des I'extraction: un groupe qui sera supplémenté tout au long de la culture et un
groupe contréle. La supplémentation est réalisée dés I'ensemencement des kératinocytes a
I’extraction, via les couches nourricieres préparées au préalable en présence de sélénium. La
supplémentation persiste tout au long des passages (FIGURE 46).

Le CFU/CFE ainsi que le doublement de population a été effectué a chaque passage pour chaque

population cellulaire, et pour 3 donneurs différents.

En parallele et a chaque passage, les capacités d’adhésion des kératinocytes primaires sont
évaluées. Pour cela, des plaques de culture multipuits ont été préalablement coatées par la
laminine 3.3.2 (2ug/ml), par le collagéne IV (10ug/ml) ou par la poly-D-lysine. Aprés saturation
des puits avec de la BSA a 1%, les cellules sont détachées et ensemencées a 30 000 cellules/puit
en milieu sans sérum contenant ou non 30 nM de sélénium. Aprés une incubation de 30 min a
1h, les cellules non adhérentes sont lavées au PBS 1X et la mesure de I'adhésion est évaluée
aprés fixation des cellules et coloration au cristal violet a 0.1%. L’absorbance est lue par
spectrophotométrie a 570 nm

Chaque point de dosage provient de triplicata de mesure et les résultats obtenus sont

normalisés par les capacités d’adhésion des cellules a la poly-D-lysine.
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Figure 45: schéma expérimental des étapes pour 'analyse de la senescence réplicative des kératinocytes

primaires supplémentés ou non a 30 nM de sélénium
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ABSTRACT

5kin is constantly exposed to erwironmental factors such as pollutants, chemicals and ultra violet radiation
(U}, which can induce premature skin aging and increase the risk of skin cancer. One strategy to reduce the
effect of owidative stress produced by environmental exposure is the application of antioxidant molecules.
Among the endogenous antioxidants, selenoproteins play a key role in antioxidant defense and in maintaining
a reduced cellular environment. Selenium, essential for the activity of selenoproteins, is a trace element that is
not synthesized by organisms and must be supplied by diet or supplementation. The aim of this study is to
evaluate the effect of Selenium supplementation on skin aging, especially on keratinocytes, the main cells of
the epidermis. Our results demonstrate for the first time to our knowledge, the major role of Selenium on the
replicative life span of keratinocytes and on aging skin. Selenium protects keratinocyte stem cells [K5Cs) against
senescence via preservation of their stemness phenotype through adhesion to the basement membrane.
Additionally, Selenium supplementation maintains the homeostasis of skin during chronological aging in our
senescent skin equivalent model. Controlled supplementation with Selenium could be a new strategy to protect
skin against aging.

INTRODUCTTON with a progressive loss of homeostasis, especially in the

The skin like every organ and tissue of the oman
body, is prone o aping. However, the skin aping
factors. Skn 15 congposed of a phmstrabfied epidermms
firmly anchored to the denms through 2 complex

epiderns [1] and in the loss of mieraction befween the
and ecost at vanous differenhiabion states from the basal
layer, which 1= the only proliferative layer, to the non-
calls (ESCs) are necessary to enswre constant renewal
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and protected as stem cells In 3 micTocenvITonrMent
called a “miche™ and are strongly anchored to the DET
through Bl and of miepnn binding to tvpe IV collagen
and lanwmmn 332, respectively, the main components of
the basement membrane [3.4]. To differentate, KSCs
and muprate to the suprabasal layers of the epidernms.
stermmess, homeostasis, and skin structoral misgrity.

To date, photoazing 15 more studied than chronologic
agimg because skin 15 constantly exposed fo several
omdative emironmental stressors (ez, ulim violet
radiztion (UVA and UVE), natural ionizing radiahon
polhrtant=, and chermeals) that contnbute to pre-matme
shin apmgz mpns such 2= pipmentary stans, deep
wrmnkles, and an mereased nsk of skm cancer [5.6].
Thus, echancement of the endogencus andfor
exogenous anfiwmdant defenses could be a benseficial
shategmﬁglﬁﬂmeﬂectufphnhagngﬁmgﬂ:e
the esseniial trace element Selenmum for ther actmaty,
are the most mportant enzymes that participate m the
protection of the emire orpamsm agamst omdaive
siress, with skn as the spemal target [7.8]. Sewveral
groups have shown that Selenmum supplementation

protect keratinocytes [9,10,11] melanocytes [12] and
Etroblasls[lild]frmnw-imﬂlmdmuihaﬂlaﬂ
DMNA damege Few aticles have meported the
homeostasizs m ammals or hmans. As descnibed by
Bates ot al, Selemum-deficient rats display a slower
growth rate and sparse hair prowth [15]. Addionally,
the case of a2 youmg child with severe Selenmm
defimency due to long-term parenferal puinton was
erythematons chanpes associated wath cardicrmyopatin
[16]. An oral supplementahon with Selentm resulted in
a complete disappearance of the lemons and defects.

Thas led to abnommahies m skin, such as a decreass m
emdermal theckness, wimkle formation and epidermal
detachment focally almg the DEJ. Momeover,
keratinocytes extracted from those mice showed an
altered morphology and a lack of adbesion under
standard culture conditions. These results demonstrate a
mamtenance of skin homeostasis. Moreover, 1t has been
reported that replicative senescence of hman fibroblast
WI3E cells is controlled by Selenium levels and that this

protein H are mmportant in genomvic mtegrity and the
preservation of cells from sensscence [19] The
correlzfions amomz serum Selenium  concentration
acmﬂyocfsel&mutuns,ag&nﬂ]mgnwhmebam
described, with a decrease m serum Selennmm with age
n healthy subjects, especially thoss over 60 years old
[20]. In addibom low serum Selennum level 1s an
important predictor of shortened longewity m elderly
pahalls[?ﬂ,?l] These stndies mdicate an increased
requirement of Selenmm supplementation n elderly
peTsons.

The chjectrve of this study was to investigate the effect
of Selennm supplementation on chronological aging.
Fist, we selected the lowest dose shown to have a
positrve effect on keratinocyte wiabihty and clonogemc
potenfial over rephicative hife span Second, we fested
the mmpact of Selenum supplementation m a 3D skm
aging model [22 23] duing an extended culhoe tme
[24]. Thi= research fornsss on the mapact of Selermm
mshnagmgandhghhghﬁﬂut&elﬂmmmmm'e
ESC: in witro via activation of adhesnve properties
throughowut the cells” repheatmve hife span and delay
senescence of the epidermms In an extended hve-culhore
skin model

RESULTS

Effect of Sodinm Selenite supplementation on
keratinocyte viability and clonogenic potential

The effects of different concentrations of MNaSe on cell
vizhality were assessed nsing an MTT test on fibroblasts
and keratmocytes (Fipare 1A and B, respectmvely).
Concerning  fibroblasts, the first concentration that
shows no significant toxcity is 0.0633 ph The highact
concentration tested (633 pM) 1s highly eytotoene with
2% call viabahity, bt between 6.3 pM and 0.127 pM,
cell viability ranges from T6% to 4% (*+3p=0.001).
Concerning keratmneytes, they are more sensitrve to the
strong dose of MaSe, and at 63.3 pM there 15 no cell
viahility. Additiomally, between 6.3 pM and 0.316 pM,
the cell viabihiy ranges from 40% to 94% (*+*p=0.001
and *p={.05, respectrvely). Then the effect of 0.253
pM and 0127 pM of NaSe allows cell viabalty of
approcomately 98%, and the cyviotoeoc effect 1= not
sipnificant. One lnmded percent viabality 15 reached
with the lowest dose (0.0633 pM) Interestmgly,
keratinocytes are also more resistant to the low dose of
MaSe compared to fibroblasts.

Then, we performed a clonogenic assay with three
selected concentrations of MaSe: 6.3 uM, 0.253 pM and
0.0633 phi With a long-term exposure of low-density
kerztinocytes to NaSe, the results ame comparable to
short-termn exposure. Mo clones are observed with 6.3
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pM. confirming the towic concentraton, whereas for
both concentrationms (00253 pM and 0.0633 pM), we
obsarved a sigmificant increase m the momber of
holoclones compared to the control condihon (Figore
IC). The mumber of holeclones allows for the
caleulation of CFE (eolony forming efficiency], clearly
demonstrating that NaSe can mprove the CFE ratio of
keratmocytes from 1.5 to 2 times (Figure 1D **p={.01
and *p=0.03).

Those results prompted us to  explore  lower
concentrations of NaSe to obtam the lowest dose
possible to maximize the effect on keratinocytes. We
selected § concentrations in a range of from 0.633 pM
to 1LETS M.

Figure ? shows the CFE resuolis obtamed after the
treatment of keratinocytes from 3 mdependent doneors
with these selected concentrations. Because of the well-
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knoorn inter-mdividual vanation and strong variation of
CFE, the results are expressed as the ratio of the treated
kematinoeyte CFE o the control keratmoeyte CFE. The
ratio 15 significantly mereased in the range from 0.253
pM to 30 oM. Regardless of the domor, the
concentration of 30 oM MaSe leads to the highest CFE
mato of 1.563 = 0.255 (***p=0.001).

Smee this concentration improves the capacihes of
kemtinoeytes to give nse to holoclones, 30 oM NaSe
was selected for constant supplementation of the culture
Sodimm  zelemite smpplementation the
replicative senescence

delays

The prolhiferative capacity of primary keratmocytes
megsured via subculture of the cummlative popalation
doubling (PD); Table A m Figure 3) demonstrates m all
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Flgure 1. influence of selenlum on cell viabllity and proliferation. Effects on cell viability after application of a
range of NaSe concentrations during 72 h for |A) fbroblasts and (B) keratinocytes. Viability is caloulated as the "[mean
of treated celli—mean of blank] / [mean of untreated cells—mean of blank)™ £50 [n=3 donors and n=12 measurements
per conditions). The stars illustrate statistical differences between 100 % and mean of experimental points. Effects of 3
Selenium concentrations on cdlonogenic patential of keratinocytes from 3 donors after 12 days of supplernentation. (C)
Representative aspect of the colonies at different concentrations versus the control, [n=3; scale bar=1cmn) and (B CFE
ratio are calaulated to avoid inter-individisal heterogeneity of CFE. *pall0S; "*p<0.01; ***p<0.001.
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Figure 2. Effect of a low dose of Selenium on keratinocyte clonogenic potential. (A) Average of the CFE ratio after
treatment (KT CFE) versus control KC CFE (KT CFE/KC CFE) obtsined after 12 days of Selenium application over a range of
concentrations from 6.3 pM to 1.875 nM, and (B) results are expressed as the mean * 5D of 3 donors (n=3). CFE ratios are
ciculated to avoid inter-individual heterogeneity of CFE. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

A J : cases that NaSe supplementation extended the
KC Cumulative PD KT Cumulative PD Increase % replicative lifespan of human keratinocytes. Regardless

= of the donor, the cunmlative PD that leads to holoclones
donor n*1 40.458 72.022 177.970 to al = by 156.074 = 14.597 % afier
donorn®2 70,516 102.024 144,570 30 oM NaSe supplementation NaSe treatment supports
the presence of holoclones at least until passage 8

Geeny: Seah) 0273 145.575 despite the donor (comresponding to 88.106 = 15.118
cumulative PD), whaus m the control group, the

cum:—mp::;:)::‘o“ Cumia;l::s:é)::.i’?a holocl s 4( o

- 57666:15489c\nmlmeD)Assocutedwnhﬁ!

B phenotype of the non-supplemented
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Figure 3. Influence of Selenium on replicative senescence.
{A} Cumulative population doubling ponds to the sum of
dation doubling ower subculture passages until the last
mmhdodom.mepemmmmndnlmdam
Q:mlmmmmulmm)umm ueaadhernmoqws;
KC: | keratinocytes). CFE was calculated 3t each passage
ommpltaMBekau:bmytﬁmmﬂaHew
holock (B) Example of colony morphology
wpﬁgbﬁelammﬂwpﬂsgﬂmm
{Scale bar = 1cm) (C) Representative morphology of supplemented
wmmmmwm)w
ype with
dﬁm:ﬂk}n:bﬁ:mhmw
are shown (scale bar=500 pm; n=3 donors).
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Sodinm selenite supplementation activates adhesion
to tvpe IV colligen amd laminim 332 of homam
primary keratinoeytes

Figure 4 demonstrates that WNaSe sopplementation
mproves keratmocyte adhesion duormg the rephcatree
hife span. Regardless of the donor, the passage and the
adhesion markers, type IV collagen and lamomin 332,
which are hzands of Bl mtepnn and of mtegrm,
respectively, the percentage of adhered keratmocytes 1s
significantly increased from 110% to 200% when they
are supplemented with MaSe compared to comfrel
keratimocytes. Indeed, the increase in adhesion tends to
be higher in terms of laminin 332 (157 4% + 22.9) than
m terms of type IV collagen (133.1% =+ 12 4). Fmally,
the adhesion seems to be maximal m the first passages
(pl and p?) and decreases as the subculture continmes.

Sodinm zelenite supplementation resultz inm delayed
skin equivalent senescence

The hstological images of SEz cultured for 45 and 60
days clearly demonstrate that the thickness of the
epithelmm decreases as the tme of culture without
treatment ncreases. A long-term application (17 and 32
days) of 30 oM MaSe supports an SE wath a thicker
epidermmis compared to the control with preservation of
terminal differentiation and a decrease m the stratum
comeum (Figure 5). At day 45, we can observe a
significant increase (108%; *p=<0.05) m the epidermis
thickness, calenlated as 200 pm for the treated SE
m‘snslﬂSl.nnﬁu:rﬂumtmlSE andatduyﬁﬂ“
observe an merease of 121% (**p=001) m the
epiderrms thockmess, caleolated as 112 pm for the
treated SE wersus 92 ym for the control SE. Moreover,
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Figure 4. Keratinocyte relative adheslon to type IV collagen or laminin 332 during replicative senescence. Keratinocytes
from 2 donors over subculture passages with or without SeNa supplementation and seeding at each passage on pre-coated wells with
10 pgirl type IV collagen [on the left] or with 2 gl laminin 332 [on the right). Results are the mean of n=3 measurements + 50
normalized to the mean of sdhesion obitain from poly-D-lysing costed plates, "ol 025, **pe0l005, ***p<0.0002
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the thickness decreases occur with the time of culture in
both the treated and control groups.

Regardless of the time of culture (45 or 60 days), NaSe
supplementation allows for the mamntenance of SE
homeostasis. Therefore, to clanfy, Figure 5 D, E, F and
G presents the representative results at day 60, wiich 15
the time when the senescence 15 lugher. Figure SD de-

mmsumastgmﬁm"nuseof32hmmd!
mumber of basal keratinocytes expressing the
proliferating marker Ki67, which is responsible of
consider the expression of cytokeratm 15 (Figure 5E), a
marker of KSCs, the dismbution appears to be
conserved in the basal layer m both groups. However,
the relative mtensity of labeling 15 increased by 2 time
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Figure 5. Sodium selenite supplementation improves skin equivalent quality during in vitro senescence and
characterization of the balance between proliferation and differentiation of SEs during aging at day 60. Skin equivalents
are generated from young keratinocyte and fibroblast donors and cultivated for 45 or 60 days to mimic skin aging [24]. The
morphological aspects of SEs that were treated (+30 nM) or not (control) at (A) day 45 (D45) corresponding to 17 days of application
and (B) day 60 (D60) corresponding to 32 days of application. Scale bar = 100 pm (C) Quantification of the thickness using Image)
software is expressed in pm as 2 distance between from the basal layer of the epidermis to the stratum granulosum excepted for the
stratum corneum. (D) Immunohistochemical staining of Ki67 in trem:d (+30 nM) or not (control) SEs and the average number of Ki67-
expressing cells (scale bar = 500 pm). (E) | i domhmn 15 in treated (+30 nM) or not (control) SEs and
the quantification of pixel i ity in rel units. (F) | b g of filaggrin in SEs that were treated (+30 nM)
or not (control) and quantification of Iabeled area in the lving epidermis (scale bar = 500 pm). (G) Immunochistochemical staining of
p16INK43 expression in SEs that were treated (+30 nM) or not {control) and quantification of the number of p16INK4s expressing
cells (scale bar = nlhln) Thedenquuvmlpmbmsmdx:tadby:doﬂtdh Results are mean £ SD of 3 independent fields
btained from 3 ir t ples. Repr photographs are shown. *p<0.05, **p<0.01
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m the treated SE compared to the control SE (200 RU
and 100 RU, respectively; *p<0.05). These data confirm
that NaSe 15 able to maintain the proliferative capacity
of KSCs to ensure the renewal of the epidermis and the
mamtenance of its thickness duning skin aging.

Concerming the late differentiahion marker (Figure 5F),
the filagenin expressing area in living epidermms (define
as all the layers of the epiderus excepted for the
stratum comeum) is 2.5 times lugher in the treated SE
versus the control SE (approxamately 4.6% versus
114%, respectively; *p<005). These results
demonstrate that NaSe preserves the homeostasis of the
epidermis with a balance between proliferation and
differenhation with a thicker living epithelium

Zontro

+ 30 1

>

Qi « %M

lela veinte sity ol

Fmally, m our SE a pl6INK4a 15 detected in both
mclear and cytoplasmic part of the cells (Figure 5G).
NaSe decreases senescence due to long-term culture
because the mumber of cells expressing pl6INE4a, a
senescence marker, 15 decreased by 2 times m the
treated SE compared to the control SE (¥**p=0.01). All
these data allow us to confirm our hypothesis that NaSe
treatment delays SE senescence.

Focusing on adhesion markers, NaSe supplementation
dunng SE development induces the mcrease of fl and
af mfegrin patterns (Figare 6). The of infegrm
expression appears to be mcreased by 1.6 times i the
treated SE than in the confrol SE (180.3 = 65.8 and
101.9 = 315, respectively; **p<0.01). In the same

e n

+ 3uM
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Figure 6. Sodium selenite allows the preservation of keratinocyte adhesion receptors for the basal layer
in SEs during aging at day 60. {A) Immunofiuorescence staining of ab integrin in SEs that were treated (+30 nM) or
not (control), and the quantification is expreszed in pixel intensity (relative unit). (B) Immunofiuorescence staining of
B1 integrin in SEs that were treated (430 nM) or not (control), and the quantification is expressed in pixel intensity
(relative unit). Results are the mean ¥ 5D of 5 independent fields from 3 independent samples. Representative
photographs are shown; scale bar = 50 pm; E: epidermis; D: dermis. *p<0.05; **p<0.01.
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marmer, Bl integrin expression 15 increasad by 1.8 times
m the treated SE conypared to the contral SE (3764
2022 and 2259 + 94 3 re=pectrvely; *p=0.03).

DISCUSSION
Dmmﬂtdmrfnﬂuﬁ:ﬂhmﬂulaluw—&:se

element m our culture condition. In the first expermment,
duoe to infter-individual vanaton, the 0253 pM
concentration gave only a tendency to merease the CFE.
So, we go firther in low concenfration and selected this
concentration of 30 oM, already used by other teams as
a photoprotective agent or to delay repheatne
semescence of man fibroblasts [18]. A portion of our
results lighlights the posifive effect of Selenium on the
proliferatie  properbies of kerstmocytes and thear
capasmyhgvensebahnlndmﬁmcuhmnﬂﬂﬂr

low-cyclmg cells that ensure epidermal renewal over
the hfetime The gh mterfolboular ESCs anchorage to
the basement membrane, comesponding to the folhoular
niche protects them from apoptosis, proliferation
differentiztion and ocdative stress [1,25]. Ther
proliferative capaciies can be a-l:ln'mdhjrm.al
stomli This miche can be defined as a mmero-
emvironment m winch growth factors modulate adhesrve
2 key role m cell-cell and cell-extracellular D=
(ECM) comommcation and the repuolafion and
mamfenance of KSC phenctvpes [26-28]. Inteprn
bpands moch as lamimins and collagens are the mayor
constinents of the hmman ESC mehe [29]. Some
stadies are based on selecting a mman KSC population
by using mtegrins, showimg the mportance of miegrins
m the charactenzation of KSCs [30,31].

Second, we also observed that Selenmum mereases the
rephicative life span of prmary kematinocytes from
vanous donors of different ages. This confinms that
Selenmum supplementation 15 active despiie the donors®
differences in genetic background health conditions,
mutnion and age. Here, we note that the capacity of
keratinocytes to give nise to boloclones is delayed with
Seleniwm supplememtation over subeultme passages. It
has been desenbed m WI-38 fibroblasts that Seleniuom
at 30 oM can delay rephicative senescence [18] through
ROS produchon and ccadstive stress. In fact o a
Selenmwm-depleted cultore conditon, there 15 an

incTeass In oxidatrve stress amd the abibty to induce
replicative senescence via plé, p?l and p53 mpnalms
Selenmum with the consequence a decrease i ROS and
cmdatrve stress and a delay of replicative senescence.
We show that Selenium preserves the keratinocyte stem
cell pool and ther repenerative potential agamst
replicative senescence in a monolayer culiare condrfion
via actvation of the adbesme propertes of supple-
mented keratmocytes over subeultwre. Inm fact, the
proportion of keratimocyies adherng to lanumin 332 and
type IV collagen 15 mmproved from 133.1 + 12.4% to
1574 + 22 9%, respactvely, mgardless of the passage
{from pl to p&). Both of these proteins, hgand of Bl and
af mbtegnn, are imvolved m the DET of skin and m the
follicular ESC niche [32,33]. Therefore, we can suggest
that m ow model manfenance of holoclones m a
monolayer culture dunng the replicative hife span 1s doe
to the activation of kerafinocyte adhesion to collagen
type IV and laminin 332 due to an ennichment of fl-
and af mfeprn-expressing KS5Cs [27 28],

In this stady, we also aimed to be closer to agmg vsmgz
a dermn-epadermal model, winch 1= more phy=miologieal-
}ymﬂmamhyﬁmlhnelmhed,ﬂhdma
anchored on a Ining derms through a DEJ. O data
manzm:hdculmmm.chngdmnﬂ.ugmal
skin apmg [#4]. Indeed this 3D model based on
extending time of coltoe recaprfulates several bio-

and increasad PlEINE4a expressiom which 1= a good
that Selenimm has a strong bemeficial effect on
chronologcal skin agng. As m normal skm aging, our
control SE presents signs of agng with culture, as
shown by a decrease m eprdermal thickmess that 1=
hnked to a decreases m proliferating cells, an mcrease m
senescence-associated marker pl 6INEda [34-36] and a
lussuf]mmnstass_Fcrﬂnh'aaEdSE,ﬂmmsmm

plﬂlKhﬂmdmhﬁﬁmdaarandqrb@am.cpmt
of the cells as previously describe [37]) appears to be
less expressed when the SEs are protected by Selenmum
Selenmum  pre-freatment may decrease plEINE4da
expression by s ahility to altenng post-translational
modifications as DINA methylation Indeed  selennmm
has been shown to alter promoter DNA demethylation
[38], histone deacetylase [39] and kinase activities [40].
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Mote that pl6MEda CpG island methylaton is
assocmated with ifs transenptional silencing [41].

chronological skan agmz ought be due to the actvating
effect of Selennum on the adhesion of keratimocytes to
the basement membrane, as shown by the over
expression of Bl and of miegnn in the treated SE.
Iﬂhgnnmﬂm:slmmmd&mgﬂﬂnagng[*ﬂ]

together, these data strongly support our hypothesis that
Selemwm  supplementaton acts with a s:gmﬁc:mi
protective effert agamst chronologieal =kn agmg
These resuliz are In agreement with those suggesting a
close interplay between Selemum and healthy aging
[21], smee serum Selenmom has been related to the
lonpevity of the mman population [20].

Altopether, our resultz suzpest that the benefitz of
Selemium could be due to an enhancement m the
adhesive properties of ESCs m a monelayer culture and
reconstructed tissoe that could allow ESC preservation
through repheative senescence and skin agmg We
propese that Seleniom could be a good “anh-azing”
agent and could be wed to protect skim fom
stermmess of histime.

MATERTALS AND METHODS
Tiszue harvest

Mozl bimman skon tissue explants were obtzined from
the surgmical discard of ancmymeous bealthy patents with
mftrmed consent m accordance with ethical pndehnes
and declared to the French mesearch momstry
(Declaration no. DC-2008-162 delivered fo the Cell and
Tissue Bank of Hospices Civils de Lyon).

Fibroblast and Keratinocyte cultures

Fibroblasts were grown m Dulbeces’s modified Eagla’s
mmmﬂmlmmuﬁ
serum  (FCS), antibiotics (M) mgml gentammem

[PmphmFmgmﬁFm},lmIU."mmemﬂlm
(Panpharma), and | mgml amphotencm B
{Panpharma). Eeratmocytes were grown on a feeder
layer of imadiated human fibroblasts pre-seeded at 4000
celliem®, as previously descnbed [23.43], m 2 nuxhme
of 3:1 DMFM and Ham's F12 (Imitrogen, Carlsbad,
USA), respectively, supplemented with 10% FCS, 10
ng/ml. epidermal growth factor (EGE; B&D systems,
Minneapolis, MM, USA), 0.12 Ifml. msubin (Lilly,

Samt-Cloud, France), 04 mg'ml. hydwocortisons
(Uplohn, 5t Cuentin en Ywvehnes, France), 5 mgml
tmodo-L-thyronne  (Sigma, 5t Quentm  Fallavier,
France), 24.3 me'ml. ademme (Sigma), ]&ml
(Isuprel, Hospira France, Mendon, France) and
antbiotics as above. For each cell tvpe, the mednim was
changed every 2 days unhl confluence was reached At
confluency, cells were re-suspended with trypsn-EDTA
0.05% (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA USA)
and used for the m witre 3D model or the colomy
forming umt and toxierty assays.

Cytotoxierty assay

Eeratimocytes or fibroblasis were seeded m 6 -well
plates and grown umbl 80%% confluency. Then MaSe,
pmﬂby[ab:ahll’hmmmmhca]saﬁphmd
Liqod scloion mn stenle water, was dilufed m
kerztinocyte or fibroblast cultwes at a concenfrabion
ranging from 63.3 pM to 0.0633 pM for 72 b After
incubation, a schifion of tetrazolnmm dye MTT (3-(4.5-
drmethyithiz=ol-2-vi)-2 5-diphenyltetrazolnm brommde)
in phosphate buffered saline (PBS) at 1 mgml was
added to the supematant of the cells for 2 b The
formazan precipitate was solobiized using dumethyl
sulfoende and transferred to 96-well plates fo measme
absorbance at 560 nm uwang a spectrophotometer. For
each concentration. 3 wells and 12 measurements per
well were obtained for 3 mdependent donors. Viabality
15 calenlated as the “{owan of treated cells—mean of
blank) / (mean of untreated cells—mean of blank)™ +5D
(r=3 donors and r=12 peanmrements per condibons).
pomis.

Clonogenic assay

Colony formung efficiency (CFE) was evahizted with a
larpe-scale  freatment of low-dosse NaSe at
concentrations rangmg from 63 phd fo 1875 oM
Eeratmocytes were seeded at clonal den=ity, 10 to 20
mells‘:nf,mbaa&ethrla}uandcuﬂnatedﬁrlﬂtum
days. Three flasks were fixed and colored usmg
thodarmne B (Sipma) at 001 gml m 4% pa-
formaldebyde for 30 mun The CFE was calculated
according fo Bamandon et al [43] as CFE = CFU
(meroclones + holoclones mumber) = 100 (cellnlar
“holoclone™ was used fo refer to large (=5 mm) and
homopeneous clones with regular and smooth contows
geneous and display confows. For the populatme
doubhing calmlshon, cells from 3 flasks were re-
suspended by a typsin trestment and used for cell
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mumeration Population doublmg was determwned a=

mahmufﬂrmmhlhﬂspmﬂdlsﬁumaadl&m
were separated into two groups: treated (ET) or control
(EC). The supplementations began at the seeding of the
persisted throughout along passages. CFUNCFE was
performed at each passage both for KC and ET. The
experiments were performed on six mdependent denors:
3 for the low-dose scale of NaSe and 3 for the extended

Adhesion azsay

BamseKSCsmchmaiﬂmdhyﬂﬁIm
3 and of

mmlti-well tissue culture plates (Costar, Dhafscher,
Brumzth France) were cozted with the mdicated
concentrations of lapwnin 332 [45] or collagen IV
(Themeo Fisher Scienfific; Waltham MA, TUSA)
substrates by overmght adsorpton at 4°C. Cells weme
detached by meubation with typsinand nnsed m
serum-free medmm pnor to the expenment. After
saturatimg the wells with 1% BSA | the plates were used
mmmedately for cell adhesion assays (30 000 cellzmell)
m serum-free medmm contaimmg selenium or not at
the concentration used for cell cultwe. Thesame

condihion) to evaluate the maomal cell attachment
capacity as previously descnbed [46]. After 30 pun to
1 b, non-adherent cells were washed with PBS, and the
adberent cells, followed by stammg wath 0.1% crystal
violet and absorbance measwements at 570 om A
blank value comresponding to BSA-coated wells was
subtracted. In all expenments, each assay point was
denved from tnphcate measurements (three wells per
assay pomt) and each adhesion score was pormalized
to the mean of adhesion obtammed from poly-D-hysine
coated plates.

In vitro 30 buman skin equivalent (SE) culture

SE cultwres were prepared as described previoushy [23];
fibroblast: from young donors were seeded at a final
densaty of 250 000 cells'cm? onto a dermal substrate
made of chitosan-cross-linked collagen-glycosammno-
glycan matrix [47]. This SE was groem i fibwoblast
medmm supplemented with 50 pg'ml. L-aseorbic amd
(Sigma) and 10 ng'ml of EGF at 37°C m a 5% CO2
atmosphere. and the mediom was changed every day for

21 days. For the preparation of SE from keratimocytes,
from young donor weme seeded onto the

keratinneytes
SE on day 21. T]:ﬁesulnnﬂg}edSEsmcuHm‘edﬁn?
mgmmmmm&nh air-

FCS, 10 ng/ml. EGF, 0.12 IlVml insalin, 0.4 mgml
Iydrocortisone, and antibectics for 17 days or 32 days.
The NaSe was added extemporaneously to the culfure
medium for a final concentration of 30 nbd Samgples
were systematically harvested afier 45 and 60 days of
total cell culture and were mmediately fixed m neutral
buffered formalin 4% (Alphapath, Mudaison, France)
for 24 h then embedded in paraffin or directly m OCT

Paraffin-embedded formalin-fived samples were cut
infn 5-um sections. After demmwing and rehydration
sections were stamed with hematoarylin phleeome saffron
(HPS stanmng) For mommohistochermstry, after heat-
mediated anhren retneval treatment, fissue sectwoms
were meubated m 5% Hx0.3% pormal goat serum
(MNGS; Jacksen Inmmumoresearch Suffolk, UE) to
imactivate endogenous permodases. Non-specific
binding was blocked in PBS contaming 4% bovine
serum albumn (BSA, Sigma 5t Cuentin Fallavier,
France) and 5% MGS. Sections were then mcubated
with the ing primary anhbodies (Table 1) diluted
in PBS/A4% BSASY NGS overnight at 4°C.

After menbation for 1 b with a perondase-conjugated

secondary  aptbody  (EoVision, Dakocytomation
Ihnmﬂ)'ﬂmmgmwasthtectedmthij-

at 4°C. Then sechons were meubated with secondary
Alexa 488- or 568-conmgated anb-mouse or ant-rabbt
anti-bodies (Molecular Probes, Imafrogen, Carlshad,
USA) for 1 b at room temperatmre. Muclear counter-
staining using Hoechst stain was camed out accordmg
to a routine protocol. Image acquisition was performed
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Table 1. Primary antibodies.

Clone Class Specificity qu':l Drilution Used
[ MIB1 | Mowel:GI | K67 DakoCyiomation Glosirup Demark 150
LER1S | Mouse [zG2a : Therme Fisher Scientific, Waltham MA USA 1200
15
Ed6H4 Mouse [gG2a | PISINE4A Ventana Medical systems, 754
15C10 Mouse I=G1 Filagzrin HNovocasira Laboratories 125
PSD2 | MouwselzGl | Intesrin pl Sants Cruz Biotechnology, Inc, Heidalberg, 1:500
Germany
NIK- FatlzGla | Intesdioad Milligore 1500
GoH3

the sofiware Imape J with the MBF pluzm for
DUCTOSCORY ﬂ:ﬂpﬁwwwmdnu;ﬁntmmuﬁm@m.’
Eesearch Service Branch US MNatomal Institwe of
Health, Unifed States).

The Inmgz epdermal thicdkness, conader as all layers
from basal layer to stratum prammlosom excepted the
stratum comenm was measred as the distance between
the basement memlbrane to the strahom comeum and
expressed m pm on at least 20 fields per sample K167
and PlEINEda epdeamal postive cells  wew
autcrmatically separated from the backsround and
counfed. Diata are expressed m mumber of posthve cells
per epadermal feld

The results are express as the swrface area of filagemm,
mdﬂ:erﬂatﬁtﬂpfmhcy‘hdiﬂaﬁnlﬁmhglm

the area of Ining epiderms for filarern expression, and
by the length of basement membrane for cytokeratin 15,
mitegrin @b and fl. Mezsurements are performed on at
least 3 different fields of 3 different SE per experimen-
tal condition

Statistieal analysis

For all data the stahstical mpmficancs was assessed
asterisks  as  follows: *p=005, *¥p00]l and
*3p 1001 (or othermise mdicated on the fmwe,
depending on the experiment].

Abbreviations

CFE: colany forming efficiency; CFU: colomy formuing
umt; CPD: cummlative population doubling; ECAM: exira

acyd; ESCs: kerstimocyte stem cells; MaSe: sodmm
selemite; OCT: optrmmm cuthng temperatoe; PBS:
phosphate buffered salme; FI: population doublng
SE: skon equivalent
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INTRODUCTION

Aging is a slow, continuous and irreversible process that causes structural changes in all organs
and tissues. The first signs of aging visible on the skin are a decrease in thickness, changes in
color, texture, transparency, firmness with appearance of wrinkles [1). The chronology and the
intensity of appearance of these cutaneous alterations are variable according to the individual,
the anatomical sites considered, genetic, ethnic and environmental factors (2). In the dermis,
although representing 3-4% of ECM compared to 90% of collagen, elastic tissue is crudal.

Indeed, it gives the skin its elasticity, with a passive recovery capacity without energy.

The structure of an elastic fiber is complex and requires multiple actors. It's @ macro molecular
complexe of an elastin core, composed by assembly and crosslinking of tropoelastin, deposited
on microfibrils. The elastic fibers form a continuous, anastomosed and highly organized
network. It's possible to distinguish three types of elastic fibers, firstly oxytalan fibers
perpendicular to the DEJ, then elaunine fibers parallel to the DE! and deeper the mature fibers
highly anastomose.

Tropoelastine is soluble, globular and secreted in the extra cellular space to be firstly reticulated
by syl oxidases (LOX) and especially by lysyl oxidase like 1 (LOXL1) and secondary deposited

onto microfibrils rich in fibrillin 1 and the final macromolecular complex is insoluble and
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resistant to degradation. Several proteins are associated to this assembly as decorin fibulin 1, 2
and 5 emilin and LTBP (3). Elastin is one of the most sustainable macromolecules of the body; it
is almost not renewed during human life with a half-life estimated at 70 years (4,5).

Elastin is mainly studied in skin aging outside its physiological behavior. Indeed, elastin structure
is riche in chromophore amino acd and this make elastin particularly sensitive to UV radiation.
Proteolytic enzymes, such as matrix metalloproteinases (MMP) are activated by UV radiation
leading to an increase in proteolytic activity and therefore to an increase in the degradation of
elastin. Accumulation of elastotic material, as altered, unorganized, and nonfunctional fibers
constitutes solar elastosis. Excepted from the sun exposure degradation, the elastic tissue is
poorly degraded and the effect of chronological aging on elastin is not well study and described
(6). At birth, each individual is endowed with an immature “elastic pool” that appears mature
around 25 years old. Indeed, by TEM at this stage it is possible to distinguish microfibrils
completely covered with amorphous elastin. With chronological aging, the elastic tissue does
not vary excessively in quantity, but the fibers are altered by racemization and calcfication (7)
and then lose their functionality. This physiclogical degradation, although minimal, results in the

release of elastin peptides and chemokines called matrikines [8).

Our reconstructed skin model is based on dermo-epidermal ensemble and was the first to
highlight the formation of functional elastic fibers in vitro and their colocalisation with LOXL1
(5—12). Morphologically, this model allows the formation of oxytalan fibers perpendicular to the
JDE, the elaunin fibers follow by co-expression of fibrillin and elastin (11) and mature fibers. A
decrease in elastic tissue and LOX was observed in skin equivalent prepared from neonatal
fibroblasts (10), young (19 years) or adults (42-49 years) (13,14), but no studies investigate

evolution in later ages.

In this manner, we reconstructed skin equivalent using a support free self-assemble model with
fibroblasts from 3 different adults donors (22-36 years old) and senior (72 years old). Among all
fibroblasts we used to produce skin equivalent, some were derived from the same Japanese
donor at 36 and 72 years old. This donor was also in excellent health and protected from the

sun, and these fibroblasts are powerful for analysis chronological aging and avoid inter
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individual variations. With those fibroblasts, this model allows us to reproduce the effects of
chronological aging really closely and it's a good model to follow the evolution of elastogenesis
in chronological aging. Skin equivalent were prepared as previously describe, with 3 weeks of
fibroblasts culture to obtain a living dermal equivalent before seeding keratinocytes follow by
another 4 weeks of culture to obtain epidermis homeostasis. The evolution of the thickness of
the dermis and the composition of the ECM with age were analyzed by immuno histochemistry

with evaluation of their expression per fibroblasts unit.

To validate our model, the first observation is the impact of age on the dermis with a decrease
of thickness and of number of fibroblasts. Our results showed that collagens deposition and
degradation in the dermis are not impacted by chronclogical aging in our skin equivalent model.
Interestingly, our results also show a completely different behavior for elastic fibers deposition
and degradation. For the first time we show that, with chronological aging and despite the
decrease of fibroblasts in the dermis, the deposition of elastin is not impaired by a decrease of
proteolytic degradation.

It would therefore seems that the dermal fibroblasts are able of progressive adaptations owver
time to compensate for the drastic reduction of fibroblasts number in order to limit the loss of

dermal substance observed with age.
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MATERIAL & METHODS

Tissue harvest and fibroblasts primary culture

Human fibroblasts from the skin of one individual volunteer collected at different ages were
extracted as describe else were (15). Normal human skin tissue explants were obtained from
the surgical discard of anonymous healthy patients with informed consent in accordance with
ethical guidelines and declared to the French research ministry (Declaration no. DC-2008-162
delivered to the Cell and Tissue Bank of Hospices Civils de Lyon).

Fibroblast and Keratinocyte monolayer cultures
Fibroblasts were grown in Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with

10% fetal calf serum (FCS), antibiotics (20 mg/mL gentamicin (Panpharma, Fougéres, France],
100 IU/mL penicillin (Panpharma), and 1 mg/mL amphotericin B (Panpharma). Keratinocytes
were grown on a feeder layer of irradiated human fibroblasts pre-seeded at 4000 cellfcm?, as
previously described [23,43], in a mixture of 3:1 DMEM and Ham's F12 (Invitrogen, Carlsbad,
USA), respectively, supplemented with 10% FCS, 10 ngfmL epidermal growth factor (EGF; R&D
systems, Minneapolis, MN, USA), 0,12 1U/mL insulin (Lilly, Saint-Cloud, France), 0.4 mg/mL
hydrocortisone (UpJohn, 5t Quentin en Yvelines, France), 5 mg/ml triiodo-L-thyronine (Sigma, 5t
Quentin Fallavier, France), 24.3 mg/mL adenine (Sigma), isoproterenol (Isuprel, Hospira France,
Meudon, France) and antibiotics as above. For each cell type, the medium was changed every 2
days until confluence was reached. At confluency, cells were re-suspended with trypsin-EDTA
0.05%: (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) and used for the in vitro 3D model.

Scaffold free skin equivalent (SFSE) preparation and culture

Dermal equivalents (DE) are prepared after amplification of monolayer fibroblasts during 7days.
Cells are seeded onto a culture insert (Corning) and cultivated during 21 days in fibroblasts
culture medium supplemented with 50 mg/mL L-ascorbic acid and 10 ng/ml of EGF at 37°C in a
5% CO2 atmosphere. Then keratinocytes from young donor were seeded on the- top of the DE
and cultured during 7 days in immerged condition in keratinocyte culture medium
supplemented with 50 mg/mlL L-ascorbic acid and 10ng/ml of EGF at 37°C in a 5% COD2
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atmosphere. Finally the samples were raised at air-liquid interface for 7 or 14 days to promote
the epidermis differentiation. At day 49 (14 days of differentiation) SE were harvested and fixed
in formol and OCT (Sakura) for respectively histology and immunchistology, in RNA Later
(Sigma) for gPCR. 9 samples per conditions were harvested and prepared to have n=3 for each
fixation.

Histaol and immunohistodogical (IH] anal

Paraffin-embedded formalin-fixed samples were cut into 5-pum sections. After dewaxing and
relwdration, sections were stained with hematoxylin phloxine and saffron. For
immunohistochemistry, after heat-mediated antigen retrieval treatment, tissue sections were
incubated in 5% H202 in PBS to inactivate endogenous peroxidases. Non-spedfic binding was
blocked in PBES containing 4% bovine serum albumin (BSA, Sigma, St Quentin Fallavier, France).
Sections were then incubated with the following primary antibodies (Table 1) diluted in PB5/4%
BSA overnight at 4°C. After incubation for 1h with a peroxidase-conjugated secondary antibody
(EnVision, Dakocytomation, Glostrup, Denmark), the antigen was detected with 3,3-diamino-
benzidine tetrahydrochloride as the substrate. Tissue sections were subseguently
counterstained using Harris hematoxylin (25%, Sigma). For immunofluorescence, labeling was
performed on air-dried 5-um cryosections. Air-dried cryosections were incubated with
monoclonal primary antibodies overnight at 4°C. Then, sections were incubated with secondary
Alexa 488 or 568 conjugated anti-mouse or anti-rabbit antibodies (Molecular Probes, Invitrogen,
Carlsbad, USA) for 1 h at room temperature. Muclear counter-staining using Hoechst was carried
out according to a routine protocol. Image acquisition was performed using an Eclipse S0i
microscope (Nikon, Champigny sur Marne, France) for light microscopy and a Zeiss LSM 510

confocal laser scanning microscope for fluorescence.
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Table of antibodies

Clone Class Specificity origin Dilution Used
MIB-1 Mouse IgG1 Ki-67 DakoCytomation, Glostrup, Denmark 1:50
15010 Mouse IgG1 Filaggrin Movocastra Laboratories 1:25
! Rabbit IgG LLoricin
EGH4 Mouse |gG2a P1GINKAA ventana Medical systems, Usa
Rabbit Type | collagen Movocastra Laboratories 1500
BD1-BCT Mouse igG1k  Type Il collagen Movocastra Laboratories 1250
PHM-12 IgG1 Type IV collagen Movocastra Laboratories 150
11013 Mouse 261k Fibrillin -1 Neo Markers 1100
I Rabbit Elastin Movocastra Laboratories 1:100
EPRAD2S IEG Lo Abcam 1:300
LOXLL
a5h-1 Miuse IEGEB a-5ha Movocastra Laboratories 1 “1000
Image processing

Image processing and analysis were performed using Image J-based Fiji software (16).

The living epidermal thickness, considered as all layers from basal layer to stratum granulosum
excepted the stratum corneum, was measured as the distance between the basement
membrane to the stratum comeum and expressed in wm. For the dermis thickness, the distance
from the bottom of the dermis to the dermo epidermal junction was measured and expressed in
um. Ki67 epidermal positive cells were automatically separated from the background and,
counted. Data are expressed in number of positive cells per epidermal field. For nuclear staining
(ki67), the number of positive nudei was counted and normalized by the length of the dermal
epidermal thickness. The results, expressed as the surface area of filaggrin and loricrine
positively stained-tissue areas were automatically detected and segmented from other pixels
and measured. Data were normalized by the area of living epidermis. For analysis of extra
cellular matrix of the dermis, fluorescent positive area (Type I, I, IV collagen, fibrilline 1,
elastin,a-5MA, LOX and LOXL1) was automatically detected and segmented from other pixels
and measured. Data were normalized by the number of fibroblasts nucleus present in the
dermis. All measurements were performed 9 times (3 different fields of 3 different S5E) per

experimental condition.

Zymography
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Conditioned media from reconstructed skin or fibroblasts cultures were harvested after 48h.
Samples were eluted with non-reducing Laemmili buffer and separated through a 10% sodium
dodecyl sulfate (SD5)-polyacrylamide gel containing 0.1% (wv) gelatin as substrate. Following
electrophoresis, the gels were washed in 2.5% (v/v) Triton X-100 for 1h at room temperature;
further incubated at 37°C for 24h in 50 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl;, 200 mM NaCl (pH 7.6); stained
with Coomassie blue G-250 (0.1% w/v); and destained in ethanol/acetic acid/water (20/10/70;
volfvolfvol). Gelatinolytic activities of latent (95 kDa) MMP-9, latent (72 kDa) and activated (64
kDa) MMP-2 were evidenced as white zones of lysis indicating gelatin degrading activity. A
conditionned medium from HT1080 fibrosarcoma cell line was used as control.

Densitometric analysis of the bands corresponding to MMP activities was performed using
Image -based Fiji software (16).

Statistical analysis

For all data, the statistical significance was assessed using Mann Whitney test with the software
GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA), and statistically significant
differences are indicated by asterisks as follows: *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.
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RESULTS
Influence of fibroblasts age on skin equivalent structure

Skin equivalent are prepared with fibroblasts from 3 elderly donors (72 years) versus 3 adult
donors (22 and 36 years) and epidermised with keratinocytes from two different young donors
(3 years and 22 years). At day 49, all skins equivalents present a pluristratified and differentiated
epidermis with a balance between basal keratinocyte proliferation and terminal differentiation.
The homeostasis of the epidermis is follow and confirms by immunohistochemistry labeling of
the proliferation marker Ki-67 in the basal layer and the expression of terminal differentiation
markers filaggrin and loricrin in the suprabasal layers. A representative example is presented in

Figure 1.

Whatever the donors, we note a significant decrease of the thickness of dermal equivalent
(figure 2A) and the dermis of skin equivalent (Figure 2B) prepared with young and old
fibroblasts. At day 21 of culture, dermal eguivalent prepared with old fibroblasts present a
decrease of thickness compared to dermal equivalent prepared with young fibroblasts
associated to a decrease in the number of fibroblasts. After 49 days of culture, the thickness of
the dermis with old fibroblasts is significantly decrease compared to the thickness of the dermis
with young fibroblasts (*** p<0.001; 283.008 + 64.052 um to 140.383 * 53 645 um). This is also
associated to a decrease in the number of fibroblasts of skin equivalent (*** p<0.001; 66 + 9 to
36 £ 12) despite that fibroblasts were seeded initially at the same density (Figure 2A-B).

Considering the expression of the senescence marker plGINK4a (Figure 2C) in the epidermis of
reconstructed skin no difference was observed. In contrast, the dermis of skin equivalent
showed a proportion of senescent fibroblasts expressing plGINK4a significantly higher (***,
3.83 +0.735 versus 11 41 +3.04).

In order to limit the impact of interindividual variations in the analysis of dermal evolution
during chronological aging, we chose to focus our analysis on the skin equivalent prepared with

fibroblasts from the same donor at 36 and 72 years old.

Compaosition of the dermis according to the age of fibroblasts
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The impact of fibroblast age on the expression of the main macromolecules of the dermis was
evaluated after immunofluorescence staining. Quantification of the intensity of type I, Il and IV
collagen, related to the number of dermal fibroblast, showed no significant difference between
skin equivalent prepared with old fibroblasts and young fibroblasts (Figure 3). On the other
hand, some proteins involved in elastic fibers quantify in relative intensity related to the
number of dermal fibroblast increases significantly in skin equivalent prepared with old

fibroblasts compared to skin equivalent prepared by young fibroblasts. (Figure 3)

We looked at fibrillin 1 and it's increase of 174.24% in skin equivalent prepared with old
fibroblasts (Figure 4; **, 7252 + 33 38 UR versus 126.36 + 2938 UR); at elastin expression and
it’s increase of 325.34 % in skin equivalent prepared with old fibroblasts (Figure 4; ** 217 *
1.91 UR versus 7.06 + 4 B0 UR); at LOX expression and it's increase of 173_.33% in skin equivalent
prepared with old fibroblasts (Figure 4; **, 2 869.32 + 51356 UR versus 4 973.27 + 1 344 63
UR}); LOXL1, known to more spedfically cross-link tropoelastin, is also increase of 362.45%
(Figure 4; =**, 250.83 * B4.60 UR versus 909.15 * 245811 UR). All this component of elastin

fibers are significantly increased in skin equivalent prepared with old fibroblasts.

In fact, the percentage of myofibroblasts expressing a-SMA (Figure 4) 5 increased very
significantly in the skin equivalent prepared with old fibroblasts compared to skin equivalent
prepared with young fibroblasts (***, 66,594 + 12 510% versus 6,047 + 3 023%).

Analysis of Elastic Tissue Degradation according to Age

Because elastic tissu is comstantly remodeling by metalloproteinases, we explore their
expression and activity by ELISA method in the culture media of the skin equivalent. The results
show no significant difference in MMP1 expression with age (***, 22.4 + 1.7 ng/ml versus 61.6 +
1.2 ngfmil). At the opposite, MMP2 is significantly decreased in skin equivalent prepared with
old fibroblasts compared to those with young fibroblasts (***, 13.147 + 0.280 ng/ml versus
162.293 + 4 713 ng/ml) (Figure XX). We also explore the inhibitors of metalloproteinases TIMP1
and TIMP2, and they are significantly decreased in skin equivalent prepared with old fibroblasts
compared to those with young fibroblasts (***, 12.815 + 0.095 ng/ml versus B 285 + 0,167
ng/ml for TIMP1 and ***, 19.697 + 0.334 ng/ml versus 3.464 + 0.085 ng/ml for TIMP2).
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In order to confirming that our increase of elastic tissu is directly linked to decrease of
elastinolytic metalloproteinases with looked their activity by zymography. Conditioned media
from 42-days and 48-days skin equivalent were subjected to zymography analysis (Figure 5). The
enzymes migrated with apparent molecular weights of 92 kDa, 72 kDa, and &4 kDa,
characteristic of the latent MMP-9 (proMMP-9), the latent MMP-2 (proMMP-2), and the active
MMP-2 isoforms, respectively. Gelatinolytic activity of each isoform was measured by
densitometric analysis of the bands (Figure 5). Latent forms of MMP-9 was decreased by 50 %
and 30 % in reconstructed skins using the aged ASF4-612 cells after respectively 42 or 48 days of
culture when compared to the younger ASF4-1 cells. The latent form of MMP-2 was decreased
by two third in 42-days culture and by 50 % in 48-days culture, while the active form remained
at similar low levels in all conditions. Considering that ASF4-6L2 cells demonstrated a lower cell
density (by approximatively two folds) than ASF4-1 cells in the dermal part of reconstructed
skins, we assessed the gelatinolytic activities of this two cells cultured as moneclayers (Figure 5).
In these conditions, only the latent form of MMP-2 was detected in conditioned media of the
two cell strains. The densitometric analysis indicated a 25% decrease in 4-6L2 cells (Figure 5).
Altogether, these results demonstrated a decrease of the global gelatinolytic activity in skin
equivalent prepared with aged cells ASF4-6L2 compared to skin equivalent prepared with young
cells ASF4-1. The decrease of proMMP-2 secretion level by the aged fibroblasts was
accompanied by an indirect effect of these cells on the proMMP-9 secretion by keratinocytes.

Di -
Compared to in vivo human skin, aging induces in our skin equivalent a decrease in dermal
thickness with the age of fibroblasts. Our results show that this decrease is related to a loss of
the number of fibroblasts in the dermis. If the expression of the collagen |, Il and IV in the
dermis does not vary significantly with age of fibroblasts, the expression of fibrillin 1 and elastin
appears unexpectedly increased and accompanied with a decrease in elastolysis shown by
decreased of MMP2-9 concentration by ELISA and proteolytic activity by gel zymography.
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With the fibroblasts from a unique donor provide, we were able to really approach the effect of
chronclogical aging without interindividual variations between the adult stage at 36-year-old
and the senior stage at 72-year-old. Indeed, before 25 years old, elastogenesis is still active and
elastic tissue is not completely mature. During life time, the elastic tissue is not renews ([3-5). In
our culture condition, since the reconstruction of the dermis alone, we have demonstrated a
drastic decrease in the thickness of the dermal equivalent prepared with old fibroblasts
compared to those with young fibroblasts (***, 140pm wersus 340pm) associated with a
decrease in the number of fibroblasts present in the dermis (***, 30.6 * 3.6 versus 10.11 +1.2)
At the skin equivalent homeostasis (49 days of culture), this difference in thickness of the
dermis persists (***, 283 008 + 64.052um at 140383 # 53 645%um). Similarly, it is observed that
the number of fibroblasts is reduced (***, 66 £ 9 to 36 * 12) in the skin equivalent prepared
with old fibroblasts compared to those with young fibroblasts. These results correspond to a
loss of proliferation of fibroblasts during aging cbserved in normal human skim and in monolayer
fibroblasts (17,18).

QOur fibroblasts from a single donor collected at different ages have a cumulative population
doubling decreased with age (fibroblasts 36 years PDL = 66.5, fibroblasts 72 years PDL =7?) and
thus a decreased of proliferation capadties (15).

Considering this difference in thickness and cell density in the dermis, the illustration of the
expression levels of the different protein by fluorescence intensity relative to the number of
fibroblastic nuclei is more appropriate than an illustration by percentage of surface area (19—
21); or by qualitative description (14,22). In the dermis, type |, Il and IV collagen appear less
important in quantity in the skin equivalent prepared with old fibroblasts because the dermis is
thinner. But when values are reported to the number of fibroblasts, mo significant difference
appears (Coll 1: ns, 45023.30 * 7334.39 UR versus 5288393 + 10672.31 UR; Coll 3: ns, 46672 *
76B80.36 UR versus 39718.92 + 7055.73 UR; Coll 4: ns, 15082.08 = 2862 .48 UR versus 11833.21
2016.74 UR).

On the other hand, we observed an increase in the expression of elastin (**, 7.06 + 4. 80 UR

versus 2.17 + 1.91 UR) and fibrillin 1 (**; 126.36 + 29.38 UR versus 72.52 + 33.38 UR), LOX | ),
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LOXL1 { ), aSMA { ) in the skin equivalent prepared with old fibroblasts compared to those with
young fibroblasts.

To complete the histological analyzes, quantification of the level of expression of the genes
encoding elastic fiber proteins in the skin by RT-gPCR is commonly used (22-24). Howewver,
molecular biclogy techniques show only the level of transcription of these different genes, and
not the level of elastic fiber maturity, which depends in particular on the degree of crosslinking
of tropoelastin. Indeed, several previous studies (13,23,25) report a lack of significant difference
in the level of expression of genes related to elastic fibers during aging.

How to explain the increase of elastin and fibrillin-1 in the MEC secreted by our old fibroblast
observed in our culture conditions?

Firstly, by the increase of the proportion of myofibroblasts in skin equivalent prepared with old
fibroblasts around 10 times compared to those with young fibroblasts (***, 66,594 + 12 510%%
versus 6,047 = 3.023%). It is commonly admitted that myofibroblasts synthesize more extra
cellular matrix than fibroblasts. Our results do not show variations in the collagens expression in
skin equivalent prepared with old fibroblasts (26), but variations in elastic tissue proteins.
Considering the decrease in the gene expression of the matrix metalloproteinases observed by
the transcriptomic analysis, we evaluate the expression, the quantity and the activity of some
actors of matrix remodeling. In particular, MMP2-9 and -14 are secreted by fibroblasts with
significant elastase activity [27). Their decrease therefore correlates favorably with the
accumulation of elastin and assodated proteins in the dermis of our model. Conversely, we
have observed that the amount of MMP1 increases with the age of fibroblasts while TIMP1 and
to a much lesser extent TIMP2, decrease, explaining that the expression of collagens do not
changes between skin equivalent prepared with old and young fibroblasts, despite the greatest
proportion of myofibroblasts with age.

It wiould therefore seem that all these adaptations of the dermal fibroblasts come from a retro
control appearing gradually in response to the decrease of the number of fibroblasts to limit the
loss of substance in old dermis.

This study model, using the cells of the same donor at different ages, allows observation of a

part of the aging process, from adulthood to senior age. This approach is also robust and

209



Résultats
Chapitre 3

validated by the advantages of this model as i) the absence from senescence induced by the
prolonged culture; ii) the absence of interindividual variability; and finally iii) the absence of
damage due to UV exposure because the fibroblasts come from a healthy lapanese donor

protected from UV exposure.
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LEGENDES

Figure 1: influence of fibroblasts” age on dermis reconstruction and senescence. (A) Histology
after HPS staining of dermal equivalent after 21 days of culture, counting of the nuclei and
quantification of dermal equivalent thickness. (B) Histology of skin equivalent after HPS staining,
counting of dermal nuclei and gquantification of dermal thickness. (C) Senescence of skin
equivalent followed by expression of p16INK4a and quantification in the epidermis and dermis.
Results are mean * SEM of ot least 5 different fields of 3 independent samples. Representative
photographs are shown. Scale bar=100um. *** p <0.001.

Figure 2: Influence of fibroblasts” age on epidermis homeostasis. (4) Histology after HPS staining
of skin eguivalent prepared with aduft and old fibroblosts from 3 different donors and
measurement of epidermal thickness expressed in ym as a distance between the IDE and the
stratum corneum. (B) Immunohistochemical staining of Ki67, filoggrin and loricin to assess
balance between epidermal differentiotion and prodiferation. Quantification of the number of
keratinocytes expressing Kie7 and the percentoge of area of the living epidermis expressing
fileggrin and loricin. Results are mean * S5EM of at least 5 different fields of 3 independent
samples. Representative photographs are shown. Scale bar=100um. * p<0.05, ** p<0.01, ***p
<0.001.

Figure 3: Characterization of collagens in the dermis. Immunofluorescence staining of type I, Il
and IV collagens and quantification of collagen relative to the number of dermal fibroblasts
stained with Hoechst. Results are mean * 5EM of at least 5 different fields of 3 independent
samples. Representative photographs are shown. Scale bar=50um (middle and top panel)
100um (bottomn panel).

Figure 4: Characterization of the elastic tissue of the dermis. Immunofivorescence staining of
elastin, fibrillin, LOX ond LOXL1 and gquontification of the amount of dermal fibroblast count
gfter counting Hoechst stained nuclei Immunofluorescence staiming of myofibroblasts
expressing aSMA in the dermis and quantification express os the percentage of myofibroblasts

to the global population of dermal fibroblasts. Results are mean * SEM of at least 5 different
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fields of 3 independent somples. Representative photographs are shown. Scale bar=50um (top
panel) 100um (bottom panel).* p <0.05, ** p<0.01, *** p <0.001.

Figure 5: Evaluation of the degradation of the ECM. Analysis of the amount of MMP1 ond MMP2
as well as TIMP1 and TIMP2 in the culture media of the skin equivalent expressed in ng/mi by
ELISA assay. Visualization of proteolytic octivity of MMPs and especially elastinolytic activity by
gel zymography.

Figure 6: Zymographic analysis of MMPs. A) Zymographic analysis of conditioned media from 42-
days and 48-days reconstructed skins with the young 4-1 and the oged 4-6L2 fibroblast strains.
B) Densitometric analysis of reconstructed skin zymography. C) Zymographic analysis of
conditioned media from 4-1 and 4-6l2 cell stroin cultures grown as monolayers. D)
Densitometric analysis of monolayer culture zymography. Contral ({CTRL) corresponds to HT1080
cell line conditioned medium.
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Discussion

Nos résultats montrent que nous avons satisfait aux différents objectifs que nous nous étions
fixés a savoir que les modéles de peau reconstruite (PR) in vitro étaient de bons outils pour
étudier les différents mécanismes du vieillissement. Ainsi, au cours d’un travail collaboratif,
nous avons démontré que le microARN miR-30a intervenait comme régulateur de la
différenciation épidermique durant le vieillissement (Muther et al., 2017) en utilisant des PR
préparées a partir de cellules jeunes et en suivant leur évolution au cours d’une cinétique
longue. Avec le méme modele de PR sénescentes, nous avons démontré que le sélénium avait
une action « anti vieillissement », mais pas par une action antioxydante, hypothése de départ,
mais par une meilleure adhésion des kératinocytes souches de I'épiderme au derme via les
intégrines B1 et a6 (Jobeili et al., 2017). Enfin, grace a la mise a disposition de fibroblastes
provenant d’un donneur unique extraits a partir de biopsies de peau prélevées a différents ages
de sa vie, 36 et 72 ans, nous avons comparé des PR jeunes et agées pour investiguer la structure
du derme, et particulierement le tissu élastique, en nous affranchissant des variations

interindividuelles.

Depuis 1989, notre laboratoire développe des modeles de peau reconstruite (Shahabeddin et
al., 1990) qui sont allés jusqu’a la création d’un modéle mimant le vieillissement (Dos Santos et
al., 2015). Nous avons utilisé ici, les modeles i) avec et sans support, ii) avec des cellules jeunes
en suivant I'évolution de différents paramétres au cours d’une cinétique longue et iii) enfin un
modele comparatif de peaux préparées avec des cellules de donneurs jeunes ou agés. Des
épidermes reconstruits ont aussi été développés par Charlotte Muther et sont complémentaires
des peaux reconstruites. Méme s’ils s’affranchissent des interactions derme-épiderme, ils nous
ont permis de compléter les recherches sur le role des microARNs de I'épiderme au cours du

vieillissement.

Les microARNs sont de petits ARNs non codants connus pour jouer un role clé dans la régulation
de nombreux processus biologiques, dont ’homéostasie de I’épiderme. Dans un premier temps,
I’équipe du Professeur Jérome Lamartine suite a un criblage d’expression des microARNs dans
des kératinocytes monocouche issus de tissus jeunes versus agés, a démontré une modulation
(sur-expression ou sous-expression) des microARNs miR30c-2-3p, miR30c-5p, miR365a-5p,

miR4443 ainsi que miR-30a-3p et -5p dans les kératinocytes issus de peau dgée.
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Pour confirmer ces résultats, une étude approfondie du miR-30a a été réalisée avec différents
modeles d’épiderme 3-D et de PR. Parmi ces microARNs, nous avons choisi d’étudier plus
précisément le miR-30a en raison de son implication dans de nombreux processus biologiques.
Si en cancérologie, il possede des roles différents selon le type de cancer: oncogéne ou onco-
suppresseur (Yang et al.,, 2017); en physiologie, il joue un réle dans l'induction de la
différenciation ostéogénique et chondrogénique (Tian et al., 2016), dans le développement
neuronal (Mellios et al., 2008) et la transition épithélio-mésenchymateuse, entre autres (Peng et
al., 2015). De plus, l'induction de I'expression de miR-30a dans les fibroblastes humains
néonataux réprime I'expression de B-Myb, conduisant a I'entrée en senescence des cellules par
la voie de signalisation de p53 (Martinez et al., 2011).

C'est devant la variabilité interindividuelle des échantillons cellulaires, et parce que les
kératinocytes provenaient de donneurs de sexes différents (hommes pour les jeunes et femmes
pour les donneurs agés) que la collaboration avec I'équipe du professeur Jérobme Lamartine a
été initiée. Nous avons préparé des PR a partir de cellules jeunes selon modéle de vieillissement
afin de valider les marqueurs microARN. Les échantillons ont été récoltés 6 fois entre J35 et
J100, ce dernier temps étant celui ou la senescence suivie par I'analyse histologique est
maximale. Les signes de sénescence observables dans ce modeéle sont la diminution de
I’épaisseur de I'épiderme lié a une diminution des cellules prolifératives ainsi qu’a une
augmentation du nombre de cellules exprimant pl6INK4a, marqueur de sénescence;
accompagnée d’une diminution des marqueurs de différenciation terminale tels que
I'involucrine et la loricine (Dos Santos et al.,, 2015). Nos résultats montrent qu’a J100
I'expression du miR-30a apparait significativement augmentée d’environ 2.5 a 3 fois par rapport
alJ3s.

L'influence de miR-30a sur le vieillissement a été confirmée dans des épidermes 3-D préparés
avec des kératinocytes sur-exprimant ce microRNA de facon stable via un géne rapporteur
inductible, montrant une diminution d’expression de la cytokératine 1, la loricrine et
I'involucrine. Cette altération de la différentiation s’accompagne de graves défauts de la
fonction barriere et de 'augmentation du nombre de cellules apoptotiques (visibles aprés un

test TUNEL mettant en évidence la fragmentation de I’ADN). Ces travaux montrent pour la
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premiére fois que la surexpression du miR-30a impacte la différenciation épidermique et induit
une apoptose des kératinocytes. Pour approfondir le mécanisme d’action de ce miR-30a, ses
génes cibles ont été recherchés. Les microARNs sont connus pour étre des régulateurs de
I’expression génique de par leur séquence courte, qui peut étre retrouvée dans la région 3’-UTR
des genes. En s’appariant a ’ARNm de son géne cible le microARN empéche sa traduction et
entraine sa dégradation. Par I'alignement de la séquence du miR-30a, elle a été retrouvée sur
plusieurs génes cibles de I'épiderme tels que les genes de LOX (codant pour la lysyl oxydase,
régulateur de la balance prolifération/différenciation des kératinocytes), IDH1 (codant pour
l'isocitrate déshydrogénase, enzyme du métabolisme cellulaire) et AVEN (codant pour un
inhibiteur de caspase), leurs expressions dans les épidermes reconstruits ont été recherchées.
Le géne LOX code pour la lysyl oxydase, enzyme extracellulaire impliquée dans la maturation du
tissu conjonctif (Noblesse et al., 2004) aussi exprimée dans les kératinocytes humains ou elle
régule la différenciation de I'épiderme. En effet, il a été démontré que l'inhibition des LOX altéere
fortement la différenciation terminale dans un modéle d'épiderme reconstruit (Le Provost et al.,
2010), perturbation similaire a celle observée lors de la surexpression du miR-30a. On peut donc
supposer que l'effet délétére de miR-30a sur la différenciation épidermique pourrait étre lié en
partie a I'inhibition des LOX.

Concernant le géne AVEN, codant pour un inhibiteur de caspase, il joue un réle anti-apoptotique
en interagissant avec Bcl-XL et Apaf-1. Dans une peau humaine native, le vieillissement
s’accompagne d’une diminution de I'expression de AVEN dans I"épiderme (Muther et al., 2017).
Dans le modéle d’épiderme reconstruit a partir de kératinocytes jeunes sur-exprimant le miR-
30a, une diminution de I'expression de AVEN a été montrée, et s"accompagne de la présence de
trés nombreuses cellules apoptotiques. Ces résultats suggerent que la répression de AVEN par
miR-30a est directement impliquée dans I'entrée en apoptose des kératinocytes. Dans les peaux
reconstruites sénescentes, on observe une augmentation de I'expression de miR-30a mais aussi
une augmentation du nombre de kératinocytes sénescents, suivie de I'expression de p16INK4a
(Ressler et al., 2006; Waaijer et al., 2012).

Enfin, le géne IDH1 codant pour une enzyme impliquée dans le métabolisme cellulaire a un réle

moins évident. IDH1 semble jouer un rdle dans la protection contre le stress oxydatif des
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cellules en maintenant le potentiel d’oxydo-réduction (Lee et al., 2002). Les résultats de I’équipe
du Professeur Jérébme Lamartine montrent aussi que IDH1 est trés fortement réprimé non
seulement au niveau de I'épiderme d’une peau native de donneur agé mais aussi dans les
kératinocytes en monocouche d’individus agés (Muther et al., 2017). De plus, la surexpression
du miR-30a dans les épidermes reconstruits induit une répression de IDH1. La répression de
IDH1 dans I'épiderme « agé » pourrait donc contribuer a plusieurs défauts observés dans les
tissus vieillissants, notamment des défauts de différenciation et une sensibilité accrue au stress
oxydatif.

Ces travaux ont permis d’aboutir a I'identification du miR-30a qui apparait impliqué dans le
vieillissement cutané puisque les épidermes reconstruits sur-exprimant miR-30a présentent
d’une part une perturbation de la différenciation terminale de I’épiderme (absence d’expression
de la loricine et de I'involucrine) accompagnée de la perte de la fonction barriére et d’autre part
une augmentation de la proportion de cellules apoptotiques. Le miR-30a se présente comme

une cible pour le développement de nouvelles stratégies anti-age focalisées sur I'épiderme.

Pour investiguer le vieillissement de la partie dermique, le modéle sur support poreux n’a pu
étre utilisé pour préparer les peaux reconstruites avec les fibroblastes adultes et agés provenant
d’'un méme donneur. En effet, les fibroblastes jeunes ne produisaient pas suffisamment de
matrice extra cellulaire (MEC) pour combler les pores du substrat dermique. Conséquemment,
les kératinocytes tombaient dans les pores et s’y développaient plutot qu’en surface. Les
fibroblastes du méme donneur (Kaji et al., 2009), fournis par KOSE, société Japonaise, ont
toujours été utilisés en passage précoce (PDL autour de 14-18) pour limiter la sénescence
induite par la culture, ce qui peut expliquer que les fibroblastes jeunes encore tres prolifératifs
ne synthétisent pas suffisamment de MEC dans ces conditions de culture. C'est pourquoi, nous
avons utilisé le modeéle sans support, nommé auto-assemblé, dans lequel les fibroblastes sont
maintenus en feuillet grace a la MEC néosynthétisée, ce qui évite la formation d’espaces vides
ou lacunaires dans la structure (Bell et al., 1983; L'Heureux et al., 1999). Certes, le modéle de
feuillet est plus fin et fragile que le substrat dermique usuel et donc plus difficile a manipuler

mais il s’est imposé comme le seul modeéle utilisable pour cette étude comparative. En ce qui
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concerne les ages testés, nous avons pu approcher réellement I'effet du vieillissement
chronologique puisque les fibroblastes ont été prélevés entre 36 ans (adulte jeune) et 72ans
(adulte agé). En effet, avant la maturité, I'élastogéneése est encore active et aprés 25 ans environ
le tissu élastique mature ne se renouvelle que tres peu (Frances and Robert, 1984; Sherratt,
2009; Wagenseil and Mecham, 2007). Dans ces conditions, nous avons démontré une
diminution drastique de I'épaisseur du derme avec I'age des fibroblastes, et ce des la
reconstruction du derme seul (***, 140um pour les PR « agées » versus 340um pour les PR
« jeunes »). Aprés ensemencement des kératinocytes, cette différence d’épaisseur du derme
persiste (***, 280um versus 480um). De méme on observe que le nombre de fibroblastes est
tres diminué dans les PR « agées » par rapport aux PR «jeunes» (2 a 3 fois moins de
fibroblastes agés). Ces résultats correspondent a une perte de la prolifération des fibroblastes
lors du vieillissement, également observée lors de la sénescence in vitro (Uitto, 2008) et déja
publiée avec les fibroblastes de notre donneur (doublement de population cumulé diminué

quand I'age augmente (Kaji et al., 2009)).

Etant donné la différence d’épaisseur et de densité cellulaire dans le derme, l'illustration des
niveaux d’expression des différents marqueurs protéiques par intensité de fluorescence par
fibroblaste (aprés comptage des noyaux) nous a semblé plus appropriée qu’une illustration par
pourcentage de surface (Langton et al., 2014; Robert et al., 1988; Suwabe et al., 1999) ou que
par une description qualitative (Fantasia et al., 2013; Vicanova et al., 2006). Dans le derme, le
collagéne de type | (ns, 11 200 UR versus 14 400 UR) comme de type Il (***, 5 770 versus 10
175 UR) apparaissent en valeur absolue moins importants dans les PR « dgées » car le derme est
plus fin. Mais lorsque que I'on se rapporte au nombre de fibroblastes, aucune différence
n’apparait. Par contre, et contrairement a nos attentes, nous avons observé une augmentation
de I'expression de I’élastine et de la fibrilline 1 dans les peaux « agées » par rapport aux peaux
« jeunes » (élastine : *** 6 versus 1 unités/fibroblaste ; Fibrilline : * ; 230 versus 100

unités/fibroblaste).

Pour compléter les analyses histologiques, la quantification du niveau d’expression des génes
codant pour les protéines des fibres élastiques dans la peau par RT gqPCR est souvent utilisée

(Bernstein et al., 1994; Fantasia et al., 2013; Mewes et al., 2007). Cependant, les techniques de
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biologie moléculaire montrent seulement le niveau de transcription de ces différents génes, et
non le niveau de maturité des fibres élastiques, qui dépend notamment du degré de réticulation
de la tropoélastine. En effet, plusieurs études antérieures (Bernstein et al., 1994; Hirano et al.,
2001; Lacroix et al., 2007) relatent une absence de différence significative du niveau
d’expression des génes liés aux fibres élastiques au cours du vieillissement. Ces résultats
contradictoires avec nos observations peuvent étre liés aux limitations de cette méthode
d’analyse et a son absence de corrélation avec la résultante observable au niveau protéique
pour ce type de complexes macromoléculaires qui s’établissent progressivement dans le temps
et I'espace. D’autres techniques d’analyses protéiques telles que le western blot sont également
tres difficiles a mettre en place pour les fibres élastiques dans la mesure ou ces structures
protéiques polymérisées, de grandes tailles, sont d’une part insolubles et nécessitent des
méthodes d’extraction spécifique, généralement en présence d’urée. Les éléments ainsi re-
solubilisés restent néanmoins difficilement quantifiables. La méthode de choix pour la
guantification de I"élastine reste le dosage radio-immunologique des desmosines. Bien que
fiable, cette technique est toutefois tres lourde a mettre en place en raison de l'utilisation
d’éléments radioactifs, et nécessite une grande quantité de matériel (Starcher and Mecham,
1981). D’autres techniques basées sur la microscopie bi-photonique sont en plein essor et
devraient permettre dans un futur proche de quantifier les éléments matriciels du derme de

facon non-invasive (Shirshin et al., 2017).

Comment expliquer cette augmentation de dépot d’élastine et de fibrilline dans la MEC sécrétée
par un fibroblaste « agé » ? D’une part, dans nos conditions de culture, la proportion de
myofibroblastes dans les PR « dgées » est plus importante que dans les PR « jeunes » (***, 50%
versus 20%) et il est admis que les myofibroblastes synthétisent plus de MEC que les
fibroblastes (Vedrenne et al., 2012). D’autre part, nos résultats montrent une diminution
sélective de la MMP2 libérée par les fibroblastes « agés » dans les milieux de culture des PR
« agées » ; or, la MMP2 est dotée d’'une activité élastinolytique non négligeable (Van Doren,
2015). Sa diminution correlerait donc favorablement avec I'accumulation d’élastine dans le
derme. A l'inverse, la quantité de MMP1 augmente avec I'age des fibroblastes alors que le

TIMP1 et dans une bien moindre mesure le TIMP2, diminuent, expliquant que I'expression des
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collagénes ne change peu entre les PR « agées » et « jeunes », malgré une proportion plus
importante de myofibroblastes avec I'age. A ce stade nous pouvons dresser |I"hypothése que
toutes ces adaptations/modifications des fibroblastes dermiques viennent d’un rétrocontrole
s’'instaurant progressivement pour pallier la diminution du nombre de cellules afin de limiter la

perte de substance des dermes agés.

Brievement, concernant |'épiderme, les résultats histologiques confirment l'influence des
fibroblastes sur la reconstruction de I'épiderme. En effet, les épidermes des PR « agées » sont
moins épais que les épidermes des PR « jeunes » (**, 200um versus 300um) avec un nombre de
kératinocytes basaux prolifératifs exprimant Ki67 significativement diminué (***, 0.5 versus 1
UR). Enfin, la différenciation épidermique est aussi plus précoce avec une expression plus

importante de la filaggrine dans les PR « dgées » (***, 5.5 versus 0.5% de surface marquée).

Ce choix de modeéle d’étude, utilisant les cellules d’'un méme donneur a différents ages, permet
I'observation d’une partie du processus de vieillissement, de I'dge adulte au vieillissement
avancé. Cette approche est d’ailleurs validée par les avantages du modele utilisé ici a savoir i)
I'affranchissement de la sénescence induite par la culture prolongée ii) les variabilités
interindividuelles, ainsi que iii) le photovieillissement. En effet, pour ce dernier point, les cellules
proviennent d’un donneur japonais en bonne santé qui s’est protégé du soleil tout au long de sa
vie. Dans le temps qui nous a été imparti, nous n’avons pas encore tous les résultats pour
expliquer toutes nos observations. Une meilleure compréhension de I’évolution des fibres
élastiques dans le vieillissement de la peau pourra alors permettre le développement molécules
ou produits finis pour lutter contre le relaichement de la peau induit par la diminution de la

guantité globale et de la fonctionnalité des fibres élastiques.

La recherche de cibles pour le développement de produits anti-age est un probléme de santé
publique au centre de préoccupations sociétales et cosmétiques. Ces recherches sont
alimentées par I'augmentation constante de 'espérance de vie des populations. En réponse a
I'interdiction de I'expérimentation animale pour évaluer la sécurité et I'efficacité des actifs

comme des produits finis, les modeles de PR ont été largement utilisés (Augustin et al., 1998).
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Outre le fait que les PR utilisent des cellules humaines, elles permettent une approche

mécanistique pour identifier les cibles afin de comprendre I'efficacité des produits.

C'est avec le modéle de sénescence utilisant des PR sur support poreux que nous avons
démontré que le sélénite de sodium, utilisé a trés faible dose (30 nM), a un effet retardateur du
vieillissement par la préservation de |'homéostasie épidermique. Pour cela nous avons
sélectionné la concentration de 30 nM sur des cultures de kératinocytes et de fibroblastes en
monocouche. Cette concentration déja utilisée comme agent photoprotecteur et
génoprotecteur sur des kératinocytes primaires (Favrot et al., in press) ou pour retarder la
sénescence réplicative de fibroblastes humains WI-38 (Legrain et al., 2014). Du fait que la
préservation des cellules souches kératinocytaires (KSC), in vivo, passe par leur fort ancrage a la
membrane basale, nous avons étudié I'influence du sélénium sur leur adhésion. Ajouté dans le
milieu de culture, le sélénium permet d’accroitre la proportion d’holoclones générés par les KSC,
lors d’'un ensemencement a faible densité cellulaire (CFE augmenté de 50%). Il retarde aussi
I’entrée en sénescence réplicative des kératinocytes primaires, indépendamment de I'dge du
donneur de peau (34, 42 et 65 ans) dont les cellules ont été extraites (PDL a 88.106+15.118
lorsque la culture est supplémentée par rapport a 57.666+15.489 en conditions normales). Nos
résultats montrent que la proportion de kératinocytes adhérents a la laminine 3.3.2 et au
collagene de type IV, deux composés de la membrane basale, est augmentée de 133.1 + 12.4%
to 157.4 £ 22.9% respectivement lorsque les kératinocytes sont supplémentés en sélénium. Le
sélénium donc a un réle sur la préservation du pool des KSC via le maintien de leurs propriétés
d’adhésion a la laminine 3.3.2 et au collagéne de type IV, deux composés de la niche des KSC,
via un enrichissement de |’expression des intégrines B1 et a6. (Jones and Watt, 1993; Levy et al.,

2000; Rodius et al., 2007)

Le modeéle de PR est d’un grand intérét car il est plus proche de la peau native que la culture en
monocouche, et parce que la présence d’un derme équivalent vivant permet une culture longue
mimant le vieillissement cutané. Les PR ont été supplémentées ou non avec le sélénium et
récoltées a différents temps de culture pour analyses. Dans les PR supplémentées par rapport
aux PR controles, on remarque une augmentation du nombre de cellules prolifératives (3 fois

plus d’expression de Ki67 et 2 fois plus d’expression de k15) associée a un épiderme plus épais,

229



Discussion

une diminution de 50% de cellules sénescentes (exprimant P16INK4a) ainsi que le maintien de
I'expression de la filaggrine, protéine impliquée dans la différenciation terminale des
kératinocytes. La présence d’une JDE bien développée et organisée (Black et al., 2005) nous a
permis de rechercher les principaux marqueurs d’adhésion : intégrines B1 et a6, laminine 3.3.2
et collagene de type IV. Aprés quantification de la fluorescence, on observe une diminution
significative de I'expression des intégrines dans les PR sénescentes, alors que les profils
d'expression sont maintenus au cours du temps lorsque les peaux ont été supplémentées avec
du sélénium. Le maintien de I'expression des intégrines Bl et a6 par le sélénium protégerait les
KSC de la différenciation en les maintenant fermement accrochés a la membrane basale. Par
contre, nous n’avons pas pu observer de différence d’expression significative au niveau du

collagéne de type IV ni de la laminine 3.3.2.

Nos résultats sont en adéquation avec ceux de Sengupta et al. qui montrent le réle primordial
des sélénoenzymes sur le développement de I'épiderme et sur I'adhésion de ce dernier au
derme (Sengupta et al., 2010). En effet, des souris présentant un KO conditionnel pour
I’expression des sélénoenzymes dans les kératinocytes présentent des peaux prématurément

vieillies avec des zones de disjonction au niveau de la JDE.

Aussi bien en monocouche qu’en 3-D, le sélénium a montré un effet retardateur significatif
contre le vieillissement cutané chronologique, via le maintien des capacités d’adhésion des KSC
par les intégrines B1 et a6. D’autres hypothéses pour expliquer le role antivieillissement du

sélénium ont été soulevées au vue de la littérature.

Connaissant le rbéle du sélénium comme cofacteur indispensable des sélénoenzymes
antioxydantes, dont la glutathion peroxydase (Arthur, 2000; Flohe et al.,, 1973; Lu and
Holmgren, 2009; Mangiapane et al., 2014), nous avons quantifié I'expression de 5
sélénoenzymes : la GPX1, la GPX2, la GPX4, la TR1 et la SELP dans les peaux reconstruites
supplémentées ou non par PCR quantitative (FIGURE 48). Cependant, I'expression des
différentes sélénoenzymes n’est pas apparue significativement différente, probablement a

cause d’une variation inter-échantillon.
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Figure 46: expression des sélénoenzymes dans les peaux reconstruites supplémentées ou non avec

30nM de sélénium

En supplément du temps qu’il nous était imparti pour ce projet, nous aurions pu rechercher
dans nos cultures monocouche et 3-D i) des marqueurs du stress oxydant, connu pour induire
une sénescence cellulaire et un vieillissement prématuré de la peau (Poljsak et al., 2012) via la
production d’especes réactives de I'oxygéne (ERO); et ii) la réduction des dommages de I’ADN
associée a I'amélioration des systemes de réparation induits par le sélénium (Bera et al., 2013;

de Rosa et al., 2012).

Enfin, une meilleure caractérisation de la sénescence de nos cultures aprés supplémentation en
sélénium pourrait étre envisagée via I'analyse de i) la sélénoenzyme SelH, connue pour son réle
protecteur vis-a-vis de I'entrée en sénescence cellulaire de fibroblastes (Wu et al., 2014). Elle
permet de détoxifier le noyau cellulaire des ERO, d’augmenter directement I’expression du
glutathion et indirectement des autres enzymes antioxydantes qui conduisent a la suppression
d’accumulation de dommages oxydatifs sur ’ADN; ii) d’autres marqueurs moléculaires de la

sénescence tels que I'accumulation de protéines oxydées, le raccourcissement des télomeres et
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I’'augmentation du nombre de cellules SABG (senescence associated B Galactosidase) et SAHF
(senescence associated heteochromatin foci) positives, ou l'augmentation des voies de

signalisation p53 et p21 (Hornsby and Harris, 1987; Legrain et al., 2014; Wu et al., 2014).

Tous ces modeles de peaux ont permis d’explorer différentes voies conduisant au vieillissement
de la peau (la régulation génique par les microARN, I’évolution des fibres élastiques ainsi que la
protection de la niche des kératinocytes souches), et ainsi ouvrir des pistes pour le

développement d’application cosmétiques.
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Les mécanismes qui favorisent le vieillissement cutané ne sont pas totalement élucidés et les
modeéles expérimentaux dont nous disposons restent perfectibles. Nos objectifs étaient
simultanément de i) mieux comprendre les mécanismes du vieillissement cutané en utilisant les
modeles de peaux reconstruites développés dans notre laboratoire, ii) de les faire évoluer en
utilisant un modele sur support poreux ou auto-assemblé et surtout avec des fibroblastes du
méme donneur prélevés a des ages différents et enfin iii) de les utiliser pour démontrer
I’efficacité et le mécanisme d’action du sélénium comme « anti age ». La FIGURE 48 résume les

objectifs, les modeéles utilisés ainsi que les résultats obtenus.

Objectifs: - IDENTIFICATION DE MECANISMES DU VIEILLISSEMENT
- TEST D’EFFICACITE DE PRODUITS ANTI-AGE

=» Grace aux modeles cutanés in vitro pour la recherche
Modele de peau reconstruite Epidermes reconstruits Modele de peau reconstruite auto-assemblé =
sur support poreux

)

Modéles *

De I’épiderme Du derme

Augmentation du miR-30a qui
* Perturbe la différenciation
terminale
. * Perturbe la fonction barriére
! Preuve tl?fjficacité du \"'" ‘ « Induit 'apoptose * Augmentation de l'expression de la
1 sélénium e Lusssssssessssssssssssssessssssssssssssnnnnnnd fibrilline et de Iélastine par fibroblaste
. i« Diminution de la quantité de MMP2

Résultats | i
i & Diminution de la prolifération des

i ! fibroblastes: :
i i+ Diminution du nombre de fibroblaste et
I'épaisseur du derme :

1 Protection du renouvellement
i épidermique par la préservation des
cellules souches épidermiques via le &
maintien des capacités d’adhésion.

Figure 47: Evolution de modeles tridimensionnels de peau reconstruite pour approfondir la connaissance

des mécanismes du vieillissement cutané et validation de I'efficacité « anti-age » du sélénium.
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Ainsi, grace au modeéle de PR sénescentes, nous avons confirmé I'identification d’'un microARN
impliqué dans le vieillissement cutané, le miR-30a (ARTICLE 1). |l pourrait étre une nouvelle cible
pour le développement de stratégies anti-dge. La surexpression du miR-30a au cours du
vieillissement a été mise en évidence dans les kératinocytes provenant de donneurs jeunes et
agés par I'équipe du Professeur Jérdme Lamartine et confirmée dans notre modele dermo-
épidermique sénescent. Nos résultats montrent en outre que ce microARN modulerait
directement des génes impliqués dans la différenciation de I'épiderme. En effet, sa
surexpression conditionnelle conduit a une altération de la fonction barriere et a une

différenciation terminale perturbée.

Nos résultats ont aussi permis de valider I'effet du sélénium comme potentiel agent « anti-age »
et ont conduit a la mise en évidence d'un mécanisme d’action (ARTICLE 2). Aprés avoir
sélectionné la concentration optimale de sélénium (30nM) sur la capacité de croissance de
fibroblastes et de kératinocytes primaires en monocouche, nous avons démontré le maintien
des cellules souches de I'épiderme, les KSC, lors de passages successifs ainsi que dans notre
modele organotypique de peau. Ce maintien des KSC passe par leur meilleure adhésion a la
membrane basale via une augmentation des intégrines a6 et B1, mécanisme d’action validé par
des tests d’adhésion des kératinocytes supplémentés en sélénium réalisés en collaboration avec

Docteur Patricia Rousselle.

Dans ces modeles, les fibroblastes provenaient de donneurs différents et la variabilité génique
interindividuelle reste un facteur non contrélable. C’'est pourquoi la mise a disposition par KOSE,
industriel cosmétique Japonais, de fibroblastes d’ages différents (36 et 72 ans) provenant d’un

donneur unique pour préparer des PR «jeunes» et « agées» a été une opportunité

exceptionnelle (ARTICLE 3 — EN couURS). Nous avons suivi I’évolution du tissu élastique dans ces
PR «jeunes « et «agées » et avons été surpris d’observer que les PR « agées » utilisant le
modele poreux comme dans le modele auto-assemblé, I'élastine et la fibrilline apparaissaient
significativement augmentées aprés quantification des images d’immunofluorescence par

Image J. De plus, la diminution de la quantité et de I'activité élastinolytique de la MMP2 et
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MMP9 pourrait expliquer I'adaptation du fibroblaste pour pallier la perte de substance avec

I'age.

Tous ces modeles de peaux ont permis d’explorer différentes voies conduisant au vieillissement
de la peau (la régulation génique par les microARN, I’évolution des fibres élastiques avec I'age
ainsi que la protection de la niche des kératinocytes souches), et ainsi d’ouvrir des pistes pour le

développement d’application cosmétiques.
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L.

MATERIEL ET METHODES SUPPLEMENTAIRES

A. TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

1. EXTRACTION DES ARNS

Les peaux reconstruites sont fixées dans environ 5 volumes de RNA later (Sigma) et sont

conservées au congélateur -80°C avant I’extraction des ARNs.

Apres ringage des PR dans du PBS, les ARNs totaux sont extraits a I'aide du kit mirVana (applied

biosystems) selon le protocole suivant :

Broyage des PR a l'aide d’un piston en plastique

Ajout 500ul du tampon de lyse

Ajout de 50ul d’additif d’"homogénéisation puis vortexer le tube

Incubation 10min sur glace

Ajout de 500ul de phénol/chloroforme

Agitation 1 min des tubes puis centrifugation 5min a 10 000g

Récupération de 400ul de la phase supérieur aqueuse et transfert dans un nouveau tube
Ajout de 500pl d’éthanol absolu

Agitation par aspiration refoulement

Passage des ARNs précipités dans I’éthanol sur une colonne fournie dans le kit aprés
centrifugation a 9 000 g durant 30 secondes et élimination du surnageant

Rincage de la colonne avec 600ul de tampon de lavage n°1 puis centrifugation a 9 000g
durant 30 secondes et élimination le surnageant

Ringage de la colonne avec 400ul de tampon de lavage n°2/3 puis centrifuger a 9 000g
durant 30 secondes et éliminer le surnageant. Répéter cette opération 2 fois
Centrifugation de la colonne a 12 000g durant 2 min pour éliminer toute trace d’alcool
Transfert de la colonne sur un nouveau tube

Ajout 80pl d’eau DEPC au milieu de la colonne et patienter 1 minuter

Elution les ARNs totaux en centrifugeant la colonne a 12 000g durant 1 minute

La qualité des ARNs ainsi que leur concentration est évaluée par spectrophotométrie a I'aide

d’un nanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific). Le ratio d’absorbance a 260 et 280 nm permet

d’évaluer I'absence de protéine contaminant. Il doit étre supérieur ou égal a 1,8. Le ratio

d’absorbance a 260 et 230 nm permet de vérifier 'absence de contamination par des molécules

organiques. Il doit étre supérieur ou égal a 1,6.

2. RT Q@ PCR
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a) ARN messagers
Rétro-transcription : 500 ng des ARN totaux sont utilisés pour la rétro-transcription. Elle est

réalisée en suivant le protocole du kit PrimeScript "™ Rt Reagent kit (Clontech). Pour chaque
échantillon, les tubes sont placés dans le thermo-cycleur aprés les avoir mélangés les différents
composants suivant :

- 5X primeScript Buffer : 2 pl

- PrimeScript RT Enzyme Mixl : 0.5 pl
- Oligo dT primer a 50 mM : 0.5 pul

- Random 6mers a 100 mM : 0.5 pl

- ARNSs totaux : 500 ng

- Eau DEPC: qsp 10ul

Et selon le programme suivant:
- 15 mina37°C
- 5secondes a 85°C
- Maintient a 4°C

Polymérisation en chaine : La réaction de polymérisation en chaine en temps réel est réalisée a
la suite de la rétro-transcription. Les ADNc sont dilués au 1/10°™ dans I'eau DEPC pour avoir
une concentration de 5 ng/ul. Parallelement, une gamme d’ADN de 5 points (de « 5000 » a
« 8 ») est réalisée a partir d’'une dilution au 1/100%™ d’ADNCc suivie de dilutions en série d’un
facteur 5. La réaction de PCR est réalisée avec le kit TAKARA en suivant le mélange suivant :

- Amorces reverse et foward diluées au 1/33°™ : 1l
- Mix TAKARA + SYBR green : 5ul
- Eau:2ul
- ANDc dilués: 2ul
Chaque échantillon est déposé en duplicata dans une plaque 96 puits, ainsi que un point par

valeur de la gamme. Un contrble négatif est réalisé en remplagcant ’ADNc par de l'eau. Le

programme d’amplification de la machine AriaMx (Agilent) détaillé TABLEAU suivant :
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Durée Température Nombre de cycle

Dénaturation 30 secondes 95°C 1
5 secondes 95°C

Amplification 30 secondes 60°C 40
30 secondes 72°C
1 minute 95°C

Melting curve 30 secondes 60°C 1
30 secondes 95°C

Analyse des résultats

L'intégrité de I'amplification est vérifiée par la présence d’un pic unique (melt peak) pour

chaque échantillon.

L’efficacité d’une réaction de PCR correspond au doublement de la quantité d’ADN a chaque

cycle. L'efficacité est vérifiée pour chaque couple d’amorce via I'analyse de I'amplification de la

gamme de dilution. Il est possible de tracer une droite Ct=f(log concentration) ou Ct est le

nombre de cycle nécessaire pour obtenir un signal fluorescent significativement supérieur au

bruit de fond. L’efficacité est calculée via la formule E=10

Le rapport d’expression (R) est calculé selon la formule suivante

R= E -(Ct gene cible échantillon d’intérét — Ct gene cible échantillon référence) — (Ct géne de référence échantillon d’intérét — Ct géne de

référence échantillon référence)

Pour une efficacité de 100% E=2.

b) Micro ARN

Rétro transcription : La rétro-transciption pour les microARN est réalisée sur 50 ng d’ARN

totaux pour chaque microARN d’intérét en suivant les recommandations détaillés ci-dessous du

kit TagMan microRNA reverse transcription kit (Thermo Fisher Scientific) :

Réactifs Quantité
10X RT buffer 1.5 ul
dNTP 100 mM 0.15ul

RNAse inhibitor 20U/l 0.19ul
MultiScribe TM revercer transcriptase 50U/pl 1l
Amorces 3ul
ARN 50 ng
Eau DEPC Qsp 15 pl

Le programme de température est le suivant :

240



Annexes

- 30minai6°C

- 30minad42°C

- 5mina85°C

- Maintient a 4°C

Polymérisation _en chaine : La réaction de PCR est réalisée a 'aide d’amorces spécifiques

TagMan microARN assays (ThermoFisher Scientific) et au mix TagMan Universal PCR Master Mix

sur les ADNc non dilués selon le mix suivant :

Master Mix : 10 pl
Amorces : 1 ul
ADNc : 1.33 ul
Eau:7.67 pl

Chaque échantillon déposé en duplicata subit le cycle suivant :

Durée Température Nombre de cycle
Dénaturation 10 minutes 95°C 1
e . 15 secondes 95°C
Amplification 1 minute 60°c 40
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B. FICHES TECHNIQUES ANALYSE D’'IMAGE

1. FICHE TECHNIQUE N°1 : MESURE D’EPAISSEUR DU DERME OU DE
L’EPIDERME
Cette premiere fiche technique synthétise les étapes pour I'analyse de ['épaisseur de
I’épiderme, dont le procédé est le méme pour le derme.

Lorsque I'image est calibrée (taille exprimée en um), les mesures sont exprimées en um.

Fie E& Wmag Process Ansiyze Phgna Window
l?;%_%j’“"‘ﬂu SEEEEEL 1. sélection de la zone d'intérét
‘ avec I'outil « line »

2. Réalisation de la mesure

3. Lafenétre de résultat s’ouvre

Figure 48: illustration du processus de quantification d'épaisseur de tissu
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2. FICHE TECHNIQUE N°2 : COMPTAGE DE CELLULES MARQUEES
POSITIVEMENT

Cette deuxieme fiche technique synthétise le procédé manuel de comptage de cellules

exprimant un marqueur, i¢i Ki67.

e e 1) Ouvrir limage dans
A NN AR Image J et sélectionner
e — I'outil « multi-points »
Enwr g G 2) Cliquer sur chacune des
e M cellules
: e d’interét/marquées
el Gl R 3) Faire lamesure
A 7 ; 4) Ladonnée aprendre en

compte est le nombre de
spot soit ici 22

¢ Imagel & 2

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

clojalol<J«@@N|Alalel | [ | ||| | |»
x=1528, y=1232, value=204.206,206 (#cccece)
e 3
4 b160109 ki67 x20 3.4f (25%) [E=RE ) Hid Results =
255051920 pels, RO, 1M _ W ot Resirs
S = e . L "‘\\ 7 g [Label Jarea [% [y [peri -
vz %/ emEE A1 10109 k6T x20 34F O 272 588 O
IR e e ey Hl2 nbieoiookis7x203tf 0 308 536 O
5. 8 < 3 b160109 K67 x20 34 O 388 55 O
4 bIGDIOSKET2034F O 408 6544 O
: 5 BI1G0109 K67 20 34 O 812 600 O
v S BER e 5 . t"e 160109 KIET %20 34 O 9% 612 O
’ m Ry ot gy o ® €. g8 B
b s 1 7 B16D109 KET 20 34 O 1068 612 0
53 A - 8 b160109 K67 X20 34 D 1124 588 0
¢ Is B160109 KIET 20 34 O 1160 640 O
v Tl { S 10 b160109 ki67 x20 34 O 1340 632 0 l
’ ] AR 11 b160109 K6T x20 34 0 1372 660 0 |5
o \ r 4 12 b160109 KET %20 34f O 1288 628 O
¥ " / 13 b160109 KET x20 34f 0 1232 628 O I
i S TR o ‘ 14 160109 K67 %20 34f O 1432 648 0
KA ed e / J15 wie0100 keTx20 38F O 1620 700 O
( i - 416 bie0109 K67 20 34 O 1644 648 O
. f b' 17 b160108 K67 %20 3tf 0 1848 640 O
= 2 b (n b 18 b160109 KT x20 34f 0 2252 644 O
X i 19 b160109 K6T x20 34f O 2252 624 O I
“,‘ ) < ; DS, 20 B160109 KI6T 20 34 O 2392 672 O
}, L { e 21 b160109 K67 X20 34 D 2416 660 O I
e 3 L %22 b160109 KIGT x20 34 O 2516 628 0O .
b « m »

Enregistrer les données bruts : Results + File + Save As

Figure 49:illustration du procédé de comptage des noyaux de cellules exprimant Ki67

NB : le comptage aura pu étre fait de facon semi-automatique aprés segmentation de I'image

sur la couleur (bleu et marron)
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3. FICHE TECHNIQUE N°3 : QUANTIFICATION DE LA COLORATION A LA DAB
APRES MARQUAGE EPIDERMIQUE
Ici est présenté le procédé de quantification d’'une surface exprimant une protéine répartie dans
une zone anatomique du tissu lors d’une révélation a la DAB (FIGURE 51-A). La zone d’intérét
(FIGURE 51-B) est isolée de I'image afin éviter les artéfacts (type : marquage non spécifique,
insert de culture etc)
Deux maniéres de sélectionner la zone d’intérét: via une segmentation HSB (Hue Saturation
Brillance) (FIGURE 51-D) ou via une segmentation « color deconvolution » olu I'opérateur est
libre de délimiter les zones de couleurs d’intérét (FIGURE 51-E). L'analyse est réalisée aprés
application d’un seuil qui ne sélectionne que les pixels d’intérét (FIGure 51-G). La derniére
mesure correspond a la surface de I'épiderme vivant, sélectionnée a facon.
Les résultats finaux sont exprimés comme un pourcentage de surface exprimant I'antigéne par
rapport a la surface de I'épiderme.
Pour exemple, le marquage de la filaggrine. Le procédé de segmentation et d’analyse est
identique aux autres marquages dermiques ou épidermiques révélés en DAB (TABLEAU 10 PAGE

151).
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b160265 fila x20 3-1.tif (33.3%)

Sléctionner 1'image et la dupliquée 2x ‘
Window(*b160265 fila x20 3.tif"); S7G

3 Duplicate...”, " ");
4 run("Duplicate...", " ");

6 //Mesure de la surface marquée filaggrine via une segmentation HSB
7 selectWi /("b160265 fila x20 3-1.tif");

8 //setTool ("rectangle");

9 makeRectangle(®, 600, 2560, 452);

10 run("Crop");

12 run("HSB Stack");

13 run("Stack to Images");

14 selectWindow("Saturation");
15 run("Threshold...");

16 run("Measure"); B

18 //Mesure de la surface marquée filaggrine via une segmentation color deconvolution
19 selectWi «("b160265 fila x20 3-2.tif");

20 makeRectangle(@, 600, 2560, 452);

21 run("Crop");

23 run("Colour Deconvolution", "vectors=[H DAB]");
24 selectWindow("b160265 fila x20 3-1.tif-(Colour_2)");

25 run("Threshold...");
26 setAutoThr d("Default");

27 run(“Measure");
] «("b160265 fila x20 3-1.tif");

28 select)

31 // Mesure de la surface d'épideme vivant

b160265 fila x20 3.tif (33.3%)

electWindow("b160265 fila x20 3.tif");
//setTool ("brush");
keRectangle(-"waitForUser");
35 run("Measure");
36 close();

Run Kill

—

Results

P®OO

Label

Area

1 Saturation
2 b160265 fila x20 3-1.tif-(Colour_2)
3 b160265 fila x20 3.tif

Figure 50: illustration des étapes pour I'analyse d’un marquage en révélation DAB dans le visible

160954.000
175927.000
863200.000
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4. FICHE TECHNIQUE N°4 : QUANTIFICATION DE LA FLUORESCENCE APRES
MARQUAGE D’UNE PROTEINE RAPPORTE AU NOMBRE DE NOYAU COLORES PAR LE
HOESCH

L’analyse a lieu dans la méme zone de I'image

1. image avec les 2 canaux colorés compilées

2. image séparée : canal vert en nuance de gris

3. image séparée : canal bleu en nuance de gris

4. Délimitation a facon de la surface de derme

5. Comptage des noyaux via I'outil « find maxima »

6. Fenétre « find maxima » avec l'application d’un seuil (Noise Tolerance) et le
résultat de la détection (61 Maxima)

7. Suivi de la succession des étapes

8. Application du seuil sur I'image en B pour la mesure de la surface et de
I'intensité

9. Résultats obtenus. 1°® ligne : Surface totale du derme comme définie en D.
Derniere ligne : surface du marquage et de I’ « Integrated density » aprés

application du seuil.
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? Find Maxima...

Noise tolerance: 60|

Output type: | Count

™ Exclude edge maxima
Light background
\\! Preview point selection

61 Maxima

Help Cancel

éfinir les conditions des mesures
("Set Measurements...", "area mean integrated limit display redirect=None decimal=3") H

//ouvrir 1'image et la segmenter
> ("CC b17048 x63 coll 1 5.tif");
("Split Channels");

//selectionner la zone du derme a la main
("brush");
makeF ngle(wait r;
un("Measure");
//Comptage du nombre de noyaux du derme
("Find Maxima...", "noise=60 output=Count exclude");
0;

//Mesure de la surface de “vert"
ect ("B17048 x63 colll 5.tif (green)");
("#%,255") ;

1 //run("Threshold...");
("Measure");

A ()
Run
B ® Results
abel |Area [Mean  |IntDen |RawIntDen

B17048 x63 colll 5.tif (blue) 38267.634 10.440 399521.092 6920818.000
B17048 x63 colll 5.tif (blue) 0.000 0.000 0.000 0.000
B17048 x63 colll 5.tif (green) 12453.021 83.117 1035059.197 17930108.00C

Figure 51 : illustration des étapes pour I'analyse d’'un marquage en révélation fluorescent
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5. FICHE TECHNIQUE N°5 : QUANTIFICATION DE LA FLUORESCENCE
EXPRIMEE APRES MARQUAGE D’UNE PROTEINE DE LA JONCTION DERMO-
EPIDERMIQUE

L’expression est rapportée a la longueur de la jonction dermo-épidermique

1. Suivi des étapes de I'analyse sous la forme d’une macro

2. Réglage des parameétres analysés

3. image avec les 2 canaux colorés compilés

4. image séparée : canal rouge en nuance de gris avec en surbrillance rouge les pixels inclus
dans le seuil

5. détermination du seuil : sélection des pixels d’intérét et exclusion des pixels non
spécifique. Le seuil est appliqué de facon rigoureusement identique pour chaque image

6. Mesure de la longueur de la JDE

7. Les mesures comprenant le marquage dans le rouge : surface et « integrated density »

ainsi que la longueur de la JDE (length)
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3 v Area

Standard deviation

¥ Min & max gray value
Center of mass
Bounding rectangle
Shape descriptors

v Integrated density
Skewness
Area fraction

 Limit to threshold
Invert Y coordinates
Add to overlay

¥ Mean gray value

Modal gray value
Centroid
Perimeter

Fit ellipse

Feret's diameter
Median

Kurtosis

Stack position

v Display label

Scientific notation
NaN empty cells

Redirect to: = None

Narimal nlarac (N_QV 2

0.98 %

Default

59
255

: Red :

 Dark background Stack histogram

Auto Apply Reset Set
L J L Hesults
[Label |[Area [Mean  [Min|Max [IntDen [RawIntDen/Min[Max|Length |

1CC B160159 itgab x63 2.tif (red) 596.036 104.860 59 255
2CCB160159 itgab x63 2.tif (red) 61.249 51.878 0 240 3177.491

62500.458 1082682 59 2550

255 254.929

Figure 52: lllustration des étapes du procédé d’analyse d’un marquage de la jonction dermo-

épidermique
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V. ENCADREMENT TECHNIQUE D’ETUDIANTS

€M€ année

Au cours de ma these, j'ai eu 'opportunité de travailler avec 2 étudiantes en 5
hospitalo-universitaire de pharmacie. Avec Virginie Pernot nous avons mis au point les tests de
cytotoxicité du sélénium sur fibroblastes et kératincoytes et I'établissement d’une gamme de
concentration non toxique.

Avec Sabrine Benosmane nous avons validé qu’une longue conservation de fibroblastes a I'azote
liquide (jusqu’a 23 ans) n’induisait pas de conséquence sur les capacités de synthése de matrice
extra cellulaire, en peau reconstruite et apres irradiation afin d’obtenir la couche nouriciére
nécessaire a la culture de kératinocytes.

Ces deux étudiantes ont fait leur thése d’exercice sur ces projets, les pages d’acceuil et

conclusion de ces théses sont jointes ci-dessous.

A. THESE DE PHARMACIE DE VIRGINIE PERNOT
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UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYOM 1
FACULTE DE PHARMACIE
INSTITUT DES SCIENCES PHARMACEUTIQUES ET BIOLOGIQUES

2015 THESE n"81

LHESE

pour le DIPLOME IYETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE
présentée et soutenue publiquement le 15 septembre 2015
par
Mme PERNOT Virginie

MNee e 23 decembre 1202
A& Lyon g™

EFFET DU SELENIUM SUR LE VIEILLISSEMENT CUTANE

JURY

M. LAWTON Philippe, Professeur
Mme DAMOUR Odile, Docteur en Pharmacie
Mme AUXENFANS Céline, Docteur en Pharmacie
M. NATAF Serge, Professeur des Universités — Praticien Hospitalier
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CONCLUSION

ISPB - FACULTE DE PHARMACIE

CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR : Mme PERNOT Virginie

Le sélénium est un oligo-élément essentiel car non synthétisé par le corps humain :
il doit donc étre apporté impérativement par ['alimentation. Actuellement. la
supplémentation en sélénium est indiquée lors de certaines affections musculaires et
cutanées. L'objectif de cette thése est d’apporter une preuve que le sélénium peut étre
indiqué dans la prévention du vieillissement cutané. Cette hypothése est basée sur le fait
que le sélénium permet & notre corps de produire des sélénoprotéines qui ont une action
antioxydante, ce qui permet de lutter contre le stress oxydatif qui est connu pour acceélérer
le vieillissement. ¥

Pour tester cette hypothése, le modéle de sénescence in virro développé au
Iaboratoire des Substituts Cutanés a été utilisé : les cellules ont été cultivées avec ce

modéle tridimensionnel durant 75 jours. Le sélénium a été rajouté au 28°™

jour dans le
milicu de culture, au moment du passage 4 I'interface airliquide, & la concentration
sélectionnée préalablement & I'aice de tests de cytotoxicité et de clonogénicité. Les peaux
reconstruites traitées avec du sélénium ont été comparées & des peaux non traitées qui ont
été cultivées en paralléle el dans les m@mes conditions. DifTérents temps de culture ont
éé étudiés (42, 60 et 75 jours) afin de visualiser la cinélique d'action du sélénium au
cours de ce processus de sénescence in vitro. Des analyses histologiques aux différents
temps ont permis de mesurer I'impact du sélénium sur ['épaisseur et la différenciation de
I"épiderme. De plus, des aralyses immunohistochimigues ont été utilisées pour visualiser
I"expression de marqueurs de prolifération et de différenciation.

A ce jour, dans le temps imparti, 3 séries de test de viabilité cellulaire au Methyl
Thiazol Tetrazolium sur des gammes de 8 concentrations d'intervalles de plus en plus
réduits nous ont permis de sélectionner la concentration de 0,06 uM comme
concentration la plus élevée non cytotoxique a 72 heures. L’absence de toxicité a long
terme et "efficacité sur le potentiel clonogénique ont ensuite été démontrés par Colony-

97
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Forming Unit / Colony-Forming Efficiency. Cette concentration de 0.06uM a éeé

appliquée aux peaux reconstruies el les premiers résultats semblent prometteurs.

Au-dela de cette these, des lests complémenleires seronl ensuile réalisés alin de

détermirer le mécanisme d’action du sélénium,

Le Président de la thése Vu et permie d'imprimer, Lyon.le 2 0 JyjL, 2015
Nom : Pr. LAWTON Philippe Vu, a Drectrice de Tinstitut des Sciences Pharmaceutiques et
Binlegiques, Faciilé de Pharmacie

Signature : _
Pour e Président de ' Université Claude Berrard Lyon 1,

Professeure C, VINCIGUERRA
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B.

THESE DE PHARMACIE DE SABRINE BENOSMANE

UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYON 1
FACULTE DE PHARMACIE
INSTITUT DES SCIENCES PHARMACEUTIQUES ET BIOLOGIQUES

2016 THESE n"%6

LIESE

pour le DIPLOME D'ETAT DE DOCTEUR. EN PHARMACIE
présentée et soutenue publiquement le 29 septembre 2016

par
Mme BENOSMANE Sabrine

Née le 9 décembre 1992

A Hammamet Wilaya dAlger

FEFEF

Impact de la durée de conservation en azote liquide sur des
cellules

FEFEF

TUEY

Mme BOLZINGER. Marie-Alexandrine
Mme DAMOUR Odile
Mme AUXENFANS Céline
Mme PASCAT. Pascale
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Conclusions

ISPB - FACULTE DE PHARMACIE

CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR : [Ame BENOSMANE Satrne

L2 Banque ce Tissus et Celules des Hosgices Civis de lyon, qul prépare des feulliets dpidermiguas
pour e Lrailement ces grands brilés depuls 1988, utilise comme couches naurr cigres des fbroblzstes humains
irradiés extraits de |a peau d'un dommeur cepuis 1992, Ces cellules sont conservées dans des cuves dazote
liquide sous forme de bancues de fibroblastes : une bangue de réserve qul donne naissance & une bancue de
travei constituée et qualifiée selon les Bonnes Pratiques de Labivataire. (2 crynoonservation 2n azota fiquide,
considérée comme un2 méthade efficace pour conserver des cellles su” des durées indéfinios, permet de
conse-var cas banques Immediatement disponibles paur iz fabrication des médicaments de thérapie innovanta.
Aufur et 3 mesure de la constitut on de chaque nouvelle banque de travall, les contrdles d'efficasite i cité des
contrles de séourité el des contrles qualité ont ét4 affectués par raoport 3 1a banque précédante orauvaat
nuw'elles donnant les mémes saédfizatons.

Notre but est (ci de tester des fibroblastes, provenant de la soucke isalée en 1992 correspondant &
ces Banques de travail différentes, Wules prépardes 4 parrie de la méme barque de réserve, dont las temps de

conservation sont 29 ans, 15 ans et 9 @ns, dans une méme expéri DN Avec les mé conditions. Ces

banquas ce wravail sont comparées 3 une danque de fib-odlasies préparée récemmens, grovenant d'une
souche extraite en 2012 soit it y a 4 ans et dont ln durée de congélation n’est que &'un mois dans I'azote liquide.

Dans un premier temps, b capacitd de ces fibroblastes b peéparer des peaux reconstruites a été
évaluée, Les différentes souches de fibroklastes ont $té cultivées durart 48 jours sur les modéles
tidimergionnels developaés par le Laborataire ces Substituts Cutards, Deux temps de cullure ont #1é étudiss
(42 et 4B jours) et des analyses histokcglgues par coloretion Hémuinxyline-Phioxire-Safran ont pereris de
mesurer Fimpact de 13 durée Je conservation en azote liquide sur la ndosyntiése de matrice extracellulaire de
ces fibrebiastes composant le derre ainsi que sur ke developpament et la différanciation des kératinacytes
formant I'épiderme. De plus, des marquages immunchistochirmigques ont été utilisds pour visueliser expression
de marqueurs de prolifération et ce dffdcenciation. _es premiers résultats ne montrent pas de différence
visizle encre les cermes obtenus avec les diffdrertes souches de callules, gu'elles aiert ey unc sonsarvation en
azote liguide de courte ou de longue durée.

Déns un deuxidme temps, trols souches de kératinocytes ont é1é ensemencdes sur des couches
nourrickéres irradiées réalisées & parti- des souches de fioroblastes d'intérits, Uimpact de la durée de
commrvation en azote liquide sur le potentiel clonogénique da ces callules a été évalué par Colony-Forming
Jnit/Colomy-Farming Effidency,
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Girdeks de cette thése, des tests complémentaires pourront étre realisés comme I'évaluation de I
capacté de smthasa nes fibroblastes par quantitative reverse transeiption palymerasa cha n reacton,

Le Préasident de ks thése, Vu et parmiz d'mpnmer, Lyon, 26 JL. 2016
. - Al - d g
Nom : &,\7_‘*6“\' éu. laiqolmgu :eo;.lr'\,mx des Scherces Phammacsutiques at
Signawre :

Four la Présidan: de 'Univereité Claude Samard Lyon 1,
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COMMUNICATIONS AUTRES

qui a eu lieu a Paris sous la forme I'un poster.

Durant cette these j’ai aussi eu I'opportunité de présenter mes résultats lors du CARD de décembre 2016

i Selenium supplementation preserves keratinocytes stem
cells against replicative senescence

Grenoble, France

Skin is constantly exposed to oxidative stresses from the environment,
principally due to UV radiations, which may cause skin disorders
including cancer and premature aging. Among antioxidants, seleno-
enzymes are the main antioxidant enzyme to preserve skin functions
and protection. Selenium, essential for their activities must be
provided by diet. It has been shown that selenium supplementation in
vitro protects keratinocytes from deleterious effects of UVA radiations
that act mainly via free radicals production.

Our objective was to n

itation on
clonogenicity of keratinocytes and as protective agent against

replicative senescence.

L. Jobeilit, 0. Damour?, E. Blouin®, M.T. Leccia®, A.M. Roussel?, W. Rachidi® >

@ LABCATAL

Ilaboratoire des substituts cutanés, Hospices civiles de Lyon, Lyon, ZUniversité Grenoble Alpes, Faculté de pharmacie,Grenoble,
3Labcatal Pharmaceuticals, Montrouge, “CHU Grenoble Alpes, Department of Dermatology and Venereology, SCEA, INAC, 5CIB ,

1. Selection of NaSe optimal concentration
'l

r
MTT test (7 D0Ocells/cm?)
[63,3uM]-[0,0633 uM | range
72h supplementation in

1
Colony forming efficiency CFE
(=Colonies number/seeding density
x 100) at 10-20 cellsfcm?

keratinocytes culture [6,3uM] - [1,875nM] range
medium (KCM) renewed 12 days supplementation in KCM
every 2 days renewed every 2 days

2. Effect of NaSe

(CFE) preservation

30 nM NaSe supplementation KCM along the culture
during 6 passages followed by CFE

1. Selection of NaSe Optimal Concentration

Mean of ratio CFE [NaSe]/
1 ? (L] CFE[sham ctrl] £ 5D
‘//’ 6,3 uM 0,000 _
7 0,633 uM 0,575+0,142 £
®» n‘/ =
< % 0,253 uM 1,205+0,291 I
£ % 0,0633 pM 1,373 +0,211 2
3
k] é 300M 156340255 £
- Z 15 nM 1,053 + 0,285 B
0 <]
R 7,50M 0,901 +0,287 2
& & o F PSS RS 3,75 nM 0,586+ 0,351 =
Fig 1: Viability of keratinocytes after 72h of NaSe LBTI0M b

supplementation expressed in viability % versus
Sham control (ctrl), mean of 3 danors = SD

From 0,633uM , NaSe do not
induces cytotoxicity

Sham ctrl +30 nM NaSe

g _w

ho
o | IS
»

Fig 3: representative morphology of

(¥ I.
L4 '

ap

Fig 2: ratio of CFE[NaSe]/CFE[sham ctrl] after
from 6,3 4M to 1,875 nM (n=9: 3 x3 donors) (= 5D)

ofa rangs calonies 30nM Nase
supplementation during 12 days culture
versus sham ctrl

i 30nM NaSe supplementation during 12 days at low density keratinocytes allowing the greatest
CFE improvement (***; p=0.0002) was selected for the following experimentations

[ 2. Effect of NaSe Supplementation on Clonogenicity Preservation after 6 Passages
E P PO P P&
:: e R Whatever the passage, NaSe

CFEen %

o " ] "

Fig &: clonogenicity after 12 days of 30 nM NaSe

PG versus respective sham ctrl

+30nM NaSe  Sham ctrl

Fig5:

supplementation induces a great increase
of CFE

At passage P6, there is no longer

holaclones in sham control whereas they
are still

present after 30 nM NaSe

of 30 nM

morphology of

beulture from 51

ion condition.

passage PO to passage P6 versus respective sham ctrl

Supplementation with 30 nM of NaSe preserves pool of keratinocytes stem cells during in vitro replicative senescence,

CONCLUSION

Our results clearly demonstrate that selenium preserves keratinocytes stem cells pool and their regenerative potential against
replicative senescence. The impact of a selenium cure (30 days) on the balance between proliferation and differentiation during
chronological aging is being investigated on our dermo-epidermal skin equivalent model close to normal human skin.
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