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RESUME 
 
La peau et son vieillissement sont un enjeu de santé publique. Les modèles expérimentaux 

disponibles pour l’étude du vieillissement cutané restent perfectibles. Dans ce contexte, nos 

objectifs étaient simultanément d’utiliser les modèles de peaux reconstruites (PR) développés 

dans notre laboratoire afin i) de mieux comprendre les mécanismes du vieillissement cutané, ii) 

de démontrer l’efficacité et le mécanisme d’action du sélénium comme « anti âge » et enfin iii) 

de les faire évoluer en utilisant le support poreux ou auto-assemblé avec des fibroblastes du 

même donneur prélevés à des âges différents. Ainsi, le modèle de PR cultivé sur une longue 

période a montré une surexpression du microARN miR30-a par RT qPCR dans les PR « âgées » 

avec une altération de la fonction barrière mesurée par la perte insensible en eau et une 

perturbation de la différenciation terminale (baisse d’expression de la loricrine et de 

l’involucrine). Avec le même modèle 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 l’activation de leur adhésion à 

la lame basale, qui participe à les conserver souche et donc à préserver le renouvellement 

épidermique. Enfin, nous avons eu la chance exceptionnelle de préparer des PR avec des 

fibroblastes provenant d’un donneur unique prélevé à 36 et 72 ans. Les résultats 

immunohistologiques montrent une augmentation de dépôt de  l’élastine et de la fibrilline dans 

un derme plus fin avec l’âge ainsi qu’une diminution de l’activité des MMP de type élastase. Une 

hypothèse probable est une réponse compensatoire des fibroblastes liée à la diminution de 

l’épaisseur du derme. En conclusion l’utilisation de différents modèles de PR a permis d’explorer 

les mécanismes conduisant au vieillissement cutané et de démontrer l’efficacité du sélénium 

comme anti âge. 
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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 l’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 système veineux), de couleur, de 

texture, et de transparence (Naylor et al., 2011). L'intensité et la chronologie de l'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 ; El-Domyati 

et al., 2002). 

Au-delà 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 l’âge, la cible de nombreuses pathologies avec au premier 

rang, les cancers.  

Le vieillissement cutané dépend de facteurs intrinsèques propres à chaque individu et de 

facteurs environnementaux tels que l’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 modèles expérimentaux pour les explorer restent perfectibles.  

Deux approches expérimentales ont été développées au sein du laboratoire des substituts 

cutanés : la première utilise des cellules jeunes pour préparer les peaux reconstruites (PR) avec 

un temps de culture long ; la deuxième utilise des cellules d’âges différents (jeunes ou âgées) 

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

épidermique basé sur la culture des kératinocytes à la surface d'un derme équivalent obtenu 

par la colonisation des fibroblastes dans une éponge poreuse de 

collagène/glycosaminoglycan/chitosan (Black et al., 2005) et ii) un modèle sans support, 

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



 

versatiles peuvent être 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 fidèlement certains aspects du 

vieillissement cutané tel qu’observé in vivo (Dos Santos et al., 2015). En effet, la relevance de ce 

modèle a été mise en évidence par l’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’âge différents.  

Dans une étude collaborative avec le Professeur Jérôme Lamartine à l’IBCP, nous avons utilisé le 

modèle de peau reconstruite sénescente déjà validé pour suivre l’évolution des microARN 

(miR), ARN non codant mais connus pour être impliqués dans la régulation de très nombreux 

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

Simultanément, avec le même modèle, nous avons testé l’effet du sélénium comme potentiel 

oligo-élément « anti-âge », avec pour hypothèse initiale son rôle indispensable à l’activité des 

sélénoenzymes antioxydantes. Quel que soit le type de vieillissement considéré, intrinsèque ou 

extrinsèque, l’augmentation de la production d’espèces réactives de l’oxygène couplé à une 

baisse des défenses antioxydantes sont impliquées, en particulier via le fonctionnement 

mitochondrial qui s’altère avec l’âge ou l’exposition aux UV et polluants. Un excès de radicaux 

libres dans la cellule entraine une altération de son équilibre redox avec une baisse de 

l’efficacité des systèmes de détoxification et conduisant à un état dit de stress oxydatif et à un 

vieillissement accéléré (Afanas’ev, 2010). La cellule se protège des dégradations oxydatives par 

différents systèmes antioxydants au premier rang desquels figurent les systèmes de défenses 

enzymatiques de détoxification dont les sélénoenzymes. Les apports en sélénium et son 

métabolisme auront ainsi un rôle majeur dans la détoxification des espèces radicalaires et dans 

la prévention des dommages oxydatifs responsables du vieillissement cellulaire et donc, 

hypothétiquement, du vieillissement cutané.  

Une autre approche consiste à comparer des PR préparées avec des fibroblastes et 

kératinocytes, issues de donneurs d’âges différents. Cependant, les variations interindividuelles 

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



 

pourquoi la mise à disposition par le Pr Kaji de fibroblastes issus du même donneur à différents 

âges (Kaji et al., 2009), apporte un atout réel pour le développement d’un nouveau modèle 

d’étude du vieillissement in vitro. Le principal avantage de ce modèle est d’étudier la 

reconstruction et la fonctionnalité du derme en fonction de l’âge du donneur. Nous avons porté 

l’accent sur l’évolution du tissu élastique, composant de la matrice extra cellulaire du derme 

synthétisée par les fibroblastes. Une partie de la synthèse bibliographique sera donc consacrée 

à l’élastogénèse et aux altérations du tissu élastique caractérisant le vieillissement cutané.  

 

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

aux thèmes spécifiques:  

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

épidermiques; le tissu collagénique et l’élastogénèse ; la sénescence réplicative 

et le stress oxydant  

 Les différents modèles 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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Figure 1: structure simplifiée de la peau humaine normale (Aldag et al., 2016). La peau est 

l’organe le plus lourd et le plus étendu de l’organisme. Son poids moyen chez un adulte est de 3 à 

3,5 kg, soit environ le seizième du poids corporel total. Sa surface d’environ 1,5 à 2 m2 chez un 

adulte jeune, augmente environ 7 fois entre la naissance et l’âge adulte. Son épaisseur est variable 

selon sa localisation: de 1 mm au niveau des paupières à 3 mm et plus au niveau des paumes des 

mains et de la voûte plantaire.   



Introduction bibliographique  
Chapitre 1 – La peau 

29 

La peau humaine, notre enveloppe corporelle est aussi un organe multifonctionnel. Elle joue un 

rôle primordial dans la thermorégulation, elle assure la fonction vitale de barrière en évitant la 

déperdition en fluides et la pénétration d’agents exogènes, elle exerce la première ligne de 

défense immunitaire contre les agressions microbiennes et enfin constitue un lieu de synthèse 

métabolique important notamment de vitamine D et de mélanines.  

Deux tissus embryonnaires, le mésoderme et l’ectoderme interviennent dans la morphogenèse 

des trois couches de la peau respectivement l’hypoderme, le derme et l’épiderme. 

L’épiderme et le derme sont reliés entre eux par la jonction dermo-épidermique (JDE) qui 

permet un ancrage moléculaire. Sont associées à 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, l’épiderme est un épithélium pavimenteux, kératinisé, avasculaire et 

pluristratifié constitué majoritairement de plusieurs assises de kératinocytes (FIGURE2). Son 

épaisseur moyenne varie de 60 à 100 μm pouvant atteindre, selon sa localisation, jusqu’à 600 à 

700 μm (au niveau palmo-plantaire).  

Les kératinocytes, détaillés ci-dessous représentent 80 à 90 % de la population épidermique 

totale et sont répartis en 4 assises selon leur stade de différentiation (FIGURE 2). Parmi les 10% 

de cellules non kératinocytaires entrant dans la composition de l’épiderme, on trouve les 

mélanocytes (2-4%) cellules responsables de la mélanogénèse, les cellules de Langerhans (2-

4%), cellules immunitaires de l’épiderme ainsi que les cellules de Merkel (1%), cellules 

sensorielles. Toutes ces cellules ne seront pas développées ici.  
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Figure 2 : l’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 à 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 à 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 siège 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 I : kératines acides, K9 à K10 

- Kératines de type II : kératines basiques et neutres de K1 à K8. 

Dans les kératinocytes, une kératine de type I s’associe à une kératine de type II pour former un 

hétérodimère 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 à 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 siège de nombreuses 

modifications biochimiques qui concernent principalement la synthèse des kératines, la formation de 

l’enveloppe cornée et le métabolisme lipidique. L’architecture cellulaire de chacune des quatre couches 

est spécifique grâce à 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 l’épiderme, est formée d’une rangée unique de 

kératinocytes cubiques (6 μm de largeur) indifférenciés, ancrés solidement d’une part à la JDE 

par les hémidesmosomes et d’autre part aux kératinocytes voisins par les desmosomes eux 

même reliés aux kératines par les cadhérines et caténines. C’est le seul compartiment
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prolifératif de l’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 l’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. Dès cette migration, la taille et la forme du kératinocyte évolue ; de 

cuboïde, il devient polygonal et enfin complètement aplati comme les tuiles d’un toit dans la 

couche cornée. Simultanément, la taille du noyau diminue jusqu’à 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 premières 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 à 6 assises de kératinocytes polygonaux entrés 

irréversiblement en phase de différenciation. Cette partie de l’épiderme est responsable de la 

très forte cohésion de l’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 à 5 assises de cellules aplaties, fusiformes (25 μm de 

largeur), disposées parallèlement à la surface cutanée. Cette couche délimite l’épiderme vivant 

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

formation du ciment intercellulaire de la couche cornée. 

- Les granules de kératoyaline : d’un diamètre de 0.5 à 2μm, 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 diamètre de 0.1 à 0.5μm, ils présentent un 

aspect lamellaire et contiennent des lipides. 

Zone de transition  

La différenciation des cellules de la couche granuleuse, conduit à une zone de transition 

séparant la couche granuleuse, dernière 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. Dès 

le stratum compactum, les cornéocytes sont attachés entre eux par les cornéodesmosomes, 

plus fragiles que les desmosomes. Au niveau du stratum disjunctum, l’absence de 

cornéodesmosomes aboutit à la desquamation, l’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 à 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 l’épiderme. D’après Augustin et al. 1997.  

Couche de l’épiderme Marqueurs protéiques Marqueurs lipidiques 

Couche cornée 
Filaggrine 

Transglutaminase 
Involucrine 

Céramides 
Cholesterol 

Acide gras libres 

Couche granuleuse 

Kératine K1/K10 
Grain de kératohyaline 

Profilaggrine 
Loricrine 

Corps d’Odland 
Phospholipides 

Couche épineuse 
Kératine K1/K10 

Involucrine 
Transglutaminase 

Phospholipides 

Couche Basale 
Kératine K5/K14/K15 

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

Les cellules souches de l’épiderme sont dites unipotentes car elles ne génèrent 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 à un haut potentiel prolifératif, mais se multiplient très peu in vivo. Elles forment une 

réserve en cellules progénitrices dites d’amplification transitoire (TA) qui elles sont très 

prolifératives. 

Avec l’âge, il n’a pas été montré que le nombre des cellules souches ainsi que leur capacité 

d’auto-renouvèlement étaient impactés, cependant leur capacité à produire des cellules 

progénitrices et différenciées diminue avec l’âge, notamment via une diminution de la 

sensibilité des KSC aux stimuli de l’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 l’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 particulièrement lent. 

L’incorporation d’un analogue nucléotidique, la thymidine radio marquée à l’ADN, de la 

cellule permet de différencier les cellules quiescentes, KSC qui se sont moins divisées et 

qui 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 l’individu et de minimiser le risque d’erreurs pouvant se 

produire lors de la réplication de l’ADN. Cette propriété illustre le maintien du pool de 

cellule souche sur le long-terme et ainsi leur persistance avec l’âge (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 à compter le nombre de 

clones [Colony Forming Unit (CFU)] et le pourcentage de cellules formant des clones 

[Colony Forming Efficiency (CFE)] après ensemencement d’une suspension de 

kératinocytes à faible densité (10 à 20 cellules/cm²) (Barrandon and Green, 1987).  

3 types de colonies sont observés (FIGURE 4): 

- l’Holoclone : généré par un KSC à fort potentiel prolifératif (> à 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 homogène 

aux bords réguliers.  

- Le paraclone : tout petit clone composé de cellules différenciées à faible potentiel 

de division (<5) d’où sa taille. 

- Le Méroclone : colonie de taille intermédiaire à contour irrégulier car constitué de 

cellules de taille hétérogène et supérieure aux KSC. Il est issu de cellules tout juste 

entrées en différenciation avec encore une forte capacité de prolifération de 50 à 

100 divisions. Ce clone est composé de cellules TA, qui assurent le renouvellement 

de l’épiderme 
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Potentiel prolifératif
 

Figure 4 : aspect macroscopique et classification des colonies de kératinocytes après coloration à la 

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

 
 l’expression de marqueurs 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 l’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 TABLEAU 2. On 

retrouve les intégrines β1 et α6, indispensables à l’adhésion de la cellule à 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 à K19/K15 sont exprimées dans la couche basale de 

l’épiderme. L’expression de K15 n’est pas homogène 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 à une diminution de l’expression de l’intégrine β1, ce qui ne corrèle pas 
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avec les caractéristiques de cellules souches (Bose et al., 2012). Parmi les autres 

marqueurs de KSC on retrouve l’isoforme ΔNp63, 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). L’isoforme ΔNp63 est exprimé chez l’adulte dans les 

kératinocytes de la couche basale, puis réprimé lors de l’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 
marqueurs 

phénotypiques 
Fonction KSC TA Cellule 

différenciée Référence 

Potentiel clonogénique Auto-renouvellement +++ + - (Barrandon and 
Green, 1987) 

Adhésion rapide Expression des complexes 
d’adhérence +++ ++ - 

(Fortunel, 2003; 
Kaur and Li, 

2000; Watt and 
Jones, 1993) 

Capacité organotypique 
in vitro Régénération tissulaire +++ ++ - (Fortunel, 2003; 

Li et al., 2004) 

 

Intégrine sous-unité α6 

Adhésion - Composants 
transmembranaires des 

hémidesmosomes présents à la 
base de l’épiderme 

++ + - 
(Kaur and Li, 

2000; Li et al., 
1998) 

Intégrine sous-unité β1 
Adhésion - Récepteurs de cellules 

épithéliales exprimées dans les 
kératinocytes basaux. 

++ + - 
(Jones and Watt, 
1993; Kaur and 

Li, 2000) 

CD71 Récepteur à la transferrine -/+ +++ +++ 
(Kaur and Li, 

2000; Li et al., 
1998) 

Kératine 15 / 19 Composant des filaments 
intermédiaires ++ + - (Pontiggia et al., 

2009) 

ΔNp63 Marqueur de cellule proliférative + + - 
(Senoo et al., 

2007; Truong et 
al., 2006) 

Kératine 5/14 Exprimée par les cellules de la 
couche basale + + -  

Ki67 / PCNA Marqueur de prolifération des 
kératinocytes  ++ -  
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Les KSC sont localisés dans un environnement extracellulaire qui leur est propre, une « niche » 

où elles sont fortement ancrées. Celle-ci assure le maintien de leur phénotype et les protège des 

signaux inducteurs de la différenciation, de l’apoptose ou de tout autre évènement qui pourrait 

leur nuire (Lowell et al., 2000). La niche est ainsi définie comme un microenvironnement où tout 

un ensemble de signaux moléculaires maintiennent l’état de « stemness » et contrôlent l’entrée 

en cycle cellulaire des cellules souches. Parmi les signaux spécifiques de la niche des KSC, les 

molécules d’adhérence jouent un rôle important (via les intégrines β1 principalement). 

Les niches de cellules souches épidermiques sont situées au niveau du follicule pileux, des 

glandes annexes et de la couche basale de l’épiderme inter-folliculaire (FIGURE 5). (Watt and 

Jensen, 2009; Owens and Watt, 2003). En conditions normales, seules les cellules de l’épiderme 

interfolliculaire de la couche basale sont mobilisées et le renouvellement de l’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, l’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 l’hypoderme constituant le macro-environnement. Brièvement, 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 l’hypoderme ce sont les adipocytes et les cellules souches mésenchymateuses, les 

facteurs de croissance retrouvés sont l’EGF, le β-FGF, l’IGF et le TGF-β (Laverdet et al., 2014; 

Ozpur et al., 2016) 
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Ces facteurs de croissance liés à 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 à 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 collagène ou la fibronectine. Les différentes intégrines retrouvées ne 

sont pas exprimées au même niveau de la membrane des kératinocytes. Les intégrines α2β1 et 

α3β1 sont surtout au niveau des surfaces latérales et basales alors que l’intégrine α6β4 est 

localisée au niveau de la partie basale du kératinocyte de la couche basale. Les intégrines β1, qui 

fixent le collagène de type IV, ont un rôle très important dans la régulation de la différenciation 

des kératinocytes, tout comme l’intégrine α6, 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 où un KSC quiescent se divise en un KSC et une cellule progénitrice TA 

(FIGURE6). Cette dernière voit son potentiel de division augmenter très rapidement pour 

amplifier le nombre de cellules filles issues d’un même KSC. Puis ces cellules filles entrent dans 

le processus de migration verticale et de différenciation. Dans ce modèle, les KSC ne se divisent 

que rarement mais continuellement afin de maintenir la population de TA et donc l’homéostasie 

épidermique.  
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Le deuxième modèle 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 

modèle, 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 modèle permet d’expliquer pourquoi les KSC sont 

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

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

(d’après (Alonso and Fuchs, 2003)) 
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B. LA JONCTION DERMO-EPIDERMIQUE  

L’épiderme est fortement ancré au derme grâce à 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, à l’agencement de 

molécules exclusives, intervient dans de nombreux processus biologiques tels que le 

renouvellement et la différenciation de l’épiderme. Pour résumer, la JDE est formée d’une lame 

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

1. ORGANISATION DE LA JDE 

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 l’épiderme vers le 

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

 
Figure 7 : Représentation de la structure de la JDE, traduit de (Hertl, 2006) 
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a) Les hémidesmosomes 

Couche basale

BP230 BP180

Collagène I & III

 
Figure 8:organisation moléculaire d’un hémidesmosome (Simpson et al., 2011) 

 

Les hémidesmosomes sont des complexes multi-protéiques de 0.1 à 0.5μm de diamètre. Ils 

assurent le lien physique entre les cellules de la couche basale et la matrice extracellulaire 

(MEC) sous-jacente en ancrant le cytosquelette de kératine à la lame basale. La structure 

spécifique des hémidesmosomes est déterminée par l’interaction des protéines de la plaque 

dense et des protéines transmembranaires (FIGURE8). 

Les protéines de la plaque 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 l’intégrité structurale des cellules. On retrouve aussi dans cette plaque la plectine et 
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l’antigène 1 de la pemphigoïde bulleuse (BP230). Les protéines transmembranaires comportent 

essentiellement le collagène de type XVII (ou l’antigène 2 de la pemphigoïde bulleuse BP180) et 

les intégrines. Ces deux catégories de molécules sont détaillées ci-dessous. 

Le collagène XVII est un composant majeur des filaments d’ancrage. Il possède un long domaine 

extracellulaire contenant des séquences collagéniques interrompues permettant l’interaction 

avec l’intégrine α6β4 (Ghohestani et al., 2001). Il semblerait que ce collagène 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 l’ancrage solide des cellules à la matrice, 

elles participent à la communication intra et intercellulaire ainsi qu’à la migration cellulaire lors 

de la différenciation. Les intégrines sont des hétérodimères composé d’une sous unité α et β, 

dont la masse varie entre 100 et 140 kDa (FIGURE9). La liaison des intégrines à leurs ligands est 

dépendante de cations bivalents extra cellulaires tels que le Ca2+ ou le Mg2+, grâce à la présence 

de 3 ou 4 sites de liaison aux cations dans la partie extracellulaire de la chaine α. Au niveau de la 

JDE, les intégrines les plus abondantes sont l’α6β4, α2β1 et α3β1. Elles sont pour la plupart 

connectées aux filaments d’actine. L’intégrine α6β4 est exprimée au pôle basal des 

kératinocytes de la couche basale et fait partie intégrante de l’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). L’intégrine α2β1, localisée dans les plaques 

d’adhésion focale est le récepteur aux collagènes natifs de type I, III, IV et VI ainsi qu’aux 

laminines 1.1.1 ; 2.1.1 et 3.3.2, elle joue un rôle très important dans la migration cellulaire. La 

dernière intégrine, α3β1 est le récepteur de la laminine 3.3.2, du nidogène 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 l’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 collagène de type IV, reliés entre eux par diverses 

glycoprotéines telles que le nidogène ou le perlecan. Les constituants de la lame basale sont 

synthétisés à la fois par les kératinocytes et les fibroblastes, le collagène IV principalement par 

fibroblastes, alors que le nidogène 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 même densité aux électrons. 
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(1) La lamina 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 l’épiderme. Elle est composée principalement du 

domaine extracellulaire du collagène XVII et des laminines 3.3.2 et 3.1.1, qui se lient à la portion 

extra cellulaire de l’intégrine α6β4 du kératinocyte de la couche basale. En dehors des 

hémidesmosomes, les filaments d’ancrages sont moins abondants et de composition différente. 

L’intégrine α3β1 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 façon très précoce chez l’embryon. Elles sont constituées de 

l’assemblage de 3 chaines polypeptidiques en forme de croix et unies par des ponts disulfures 

(FIGURE 10). Il 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 l’isoforme 3.3.2 (appelée aussi laminine 5). Les laminines ont un rôle 

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 collagènes de type IV, VII et 

XVII, les intégrines ainsi que des protéoglycannes. Elles jouent un rôle dans la migration, la 

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

 
(2) La lamina densa (50 à 70 nm) :  

C’est la deuxième couche de la lame basale, elle est parallèle à la lamina lucida et beaucoup 

plus dense aux électrons. Elle constitue une zone d’ancrage pour les filaments issus de 

l’épiderme ou du derme papillaire. Elle est principalement composée de collagène de type IV, 

de nidogène, de laminine 5.1.1 et 3.2.1 et de protéoglycannes a héparane sulfate et 

chondroïtine sulfate. L’assemblage du réseau de collagène 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 collagène IV et intégrine β1 participent au maintien de l’homéostasie 

cellulaire de la couche basale de l’épiderme. 
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c) Zone fibrillaire sous basale  

Troisième 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 à 60 nm, dont le 

composant principal est le collagène 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 collagène de type I et III du derme papillaire. 

 

2. FONCTIONS DE LA JONCTION DERMO-EPIDERMIQUE 

De par sa structure histologique de barrière, la JDE permet de limiter et de contrôler 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 grâce à la présence de 

structure d’ancrages spécifiques 

 Fournir un support mécanique pour l’adhésion de l’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 

l’élasticité et de l’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 très 

richement vascularisé, ce qui en fait un élément essentiel dans la thermorégulation, la 

cicatrisation et de la nutrition de l’épiderme. 

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

- Derme superficiel ou papillaire, en contact direct avec l’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 collagènes 

et les fibres élastiques de faible diamètre sont orientées perpendiculairement 

à la JDE (Sorrell and Caplan, 2004). 

- Le derme profond ou réticulaire, représente à lui seul 80% de l’épaisseur 

totale du derme. Les fibres d’élastine et de collagène sont de grands 

diamètres et sont disposées de façon multidirectionnel, parallèlement à 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 à l'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 :  

 les fibroblastes du derme papillaire sont petits et en contact avec plusieurs faisceaux de 

collagènes  

 les fibroblastes du derme réticulaire, plus profond, sont plus gros et en relation avec une 

seule fibre de collagène. 

Quel que soit leur localisation, les fibroblastes sont le siège de la biosynthèse 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). Ils 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 collagènes et pour 2-4% est l’élastine (FIGURE 11). Afin de permettre une meilleure 

compréhension des résultats que nous avons obtenus et décrits dans la partie « résultats » de 

cette thèse, les rappels bibliographiques qui suivent sont principalement focalisés sur l’élastine 

plus que sur les collagènes. Nous citerons seulement les autres composants : les 

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

et la fibronectine. 

 

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

 
a) Les collagènes 

Brièvement, les collagènes représentent la composante structurale du derme la plus 

importante, soit 70% du poids sec de la peau humaine. Ils forment la trame fibreuse du derme 

et participent de manière importante à régir l’adhésion et la migration cellulaire. 

La famille des collagènes est complexe et diversifiée, tant d’un point de vue du nombre de type 

de collagène, de leur structure moléculaire et supra moléculaire, de leur distribution tissulaire 

que de leurs fonctions. Sur les 29 collagènes humains décrits, 14 sont retrouvés dans la peau 

(Sherman et al., 2015) La structure hélicoïdale rigide à 3 brins caractéristique de la plupart des 

types de collagène résulte de l’enroulement de trois chaînes 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 collagènes sont classés en plusieurs sous-familles en fonction des similitudes qu’il est 

possible de retrouver au niveau de l’architecture modulaire des chaînes et de leur assemblage 

supramoléculaire (Ruggiero et al., 2005): 

 les collagènes fibrillaires, capables de former des fibrilles (I, II, III, V et XI)  

 les collagènes non fibrillaires formant des feuillets (IV, VIII et X)  
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 les collagènes non fibrillaires formant des structures spécifiques (VI et VII)  

 les collagènes non fibrillaires associés aux membranes (XIII, XV et XVII)  

 les collagènes FACITs (pour Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple helix) 

(IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI).  

 

Dans le derme (FIGURE12) 

 Le collagène de type I est le plus important (il représente 60-80% des collagènes du 

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

Assemblés de façon longitudinale, le collagène de type I s’agrège pour former des 

fibrilles, qui se stabilisent par des liaisons covalentes. La proportion de collagène de type 

I et III est très importante pour assurer la fonction mécanique du tissu. Ce ratio collagène 

type I/collagène type III est de 6 pour 1 (Lovell et al., 1987). Le collagène de type V 

associé aux fibrilles de collagène de type I et III assure un espacement régulier entre les 

fibres. 

 Le collagène microfibrillaire de type VI est un collagène mineur qui forme un réseau de 

fibres perlées assemblées en tétramères. Il interagit avec les intégrines, suggérant un 

rôle dans l’adhérence cellulaire (Keene et al., 1988). 

 On détecte aussi du collagène de type IV (membrane basale de la jonction dermo-

épidermique et de la paroi des vaisseaux sanguins), et du collagène de type VII (fibrilles 

d’ancrage) (FIGURE 12) 
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Figure 12 : observation d’une peau native par microscopie électronique à balayage montrant la 

répartition des principaux types de collagènes du derme et de la jonction dermo épidermique. Le 

collagène de type I est le plus abondant dans le derme, alors que les collagènes XII, XVI, XIV sont 

minoritaires. (D’après (Ruggiero et al., 2005) 
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b) Le tissu élastique & l’élastogénèse  

Physiologiquement dans la peau humaine, les fibres élastiques révélées par observation de 

coupes de derme en microscopie électronique à transmission (TEM) adoptent une architecture 

hautement organisée, comprenant 3 sortes de fibres (FIGURE 13) (Cotta-Pereira et al., 1976):  

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

jonction dermo-épidermique apparaissent insérées perpendiculairement à la 

lamina densa et forment de fines arborisations « en candélabre ». Elles 

confèrent la résistance mécanique de la peau. Les fibres y sont plus fines que 

dans le derme réticulaire 

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

« coups d’ongle » parallèles à 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. 

 Dans le derme réticulaire profond : les fibres élastiques matures  apparaissent 

parallèles à 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 confère l’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 l’assemblage d’un cœur d’élastine (composé de l’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 très singulière 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 première étape est l’expression du gène de la tropoélastine qui aboutit à 11 isoformes (Wise 

and Weiss, 2009). La tropoélastine, précurseur soluble de l’élastine possède deux domaines 

différents, un hydrophobe et l’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, 

l’acide aspartique, l’acide glutamique, l’arginine sont présents en moindre quantité. 

Ces 11 isoformes résultent de 2 types d’épissage alternatif :  

- Le premier favorise l’excision des exons codants pour un domaine impliqué dans 

la réticulation de la tropoélastine 



Introduction bibliographique  
Chapitre 1 – La peau 

61 

- L’autre favorise l’excision des exons codants pour des séquences hydrophobes. 

La régulation de la synthèse et de l’épissage alternatif de la tropoélastine se fait en fonction de 

la localisation tissulaire. La transcription du gène de l’élastine est contrôlée par sa sensibilité à 

des facteurs solubles, comme des facteurs de croissance ou hormones, qui peuvent être 

sécrétés lors de processus tel que la cicatrisation. Parmi les facteurs stimulant sa synthèse on 

retrouve le TGFβ, l’IGF, l’IL-1β (Foster et al., 1987). A contrario, le TNFα, l’interféron γ 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 synthèse est soumise à une autorégulation 

négative par la tropoélastine elle-même, via son accumulation dans l’espace extracellulaire.  

La tropoélastine ne subit quasiment pas de modifications post-traductionnelles. Elle est 

sécrétée (FIGURE 14. 1) via un récepteur spécifique composé d’une sous unité extra cellulaire, 

l’EBP (pour Elastin Binding Protein) et de deux sous unités transmembranaires. L’EBP intervient 

dans l’assemblage de l’élastine en permettant aux monomères 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 l’élastine et de ses produits de 

dégradation à influencer le comportement cellulaire à travers la migration, la prolifération et la 

différenciation cellulaire ainsi que l’expression des gènes (Hinek and Rabinovitch, 1994). Cette 

association avec l’EBP est nécessaire à la sécrétion de la tropoélastine.  

Une fois dans l’espace extra cellulaire, les molécules de tropoélastine s’agrègent en coacervate 

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

(FIGURE 14. 3) par les lysyl oxidase (LOX), essentiellement par l’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 α-aminodipic-δ-semialdéhydes 

correspondant. Cette réaction initiale produit l’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 à l’élastine : la desmosine et l’isodesmosine (Partridge 

et al., 1964). La desmosine et l’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 collagène et de l’élastine. 

La conservation du gène codant pour la LOX au cours de l’évolution reflète son importance. Elle 

est synthétisée sous la forme d’une préproapoprotéine. La pro apoenzyme est obtenue par 

clivage du peptide signal avant d’être N glycosylée pour permettre sa sécrétion sous la forme 

pro-enzyme. Un atome de cuivre Cu²+ est incorporé au niveau de son site actif puis sécrété dans 

le milieu extracellulaire. Enfin elle est clivée par la procollagène-c-protéinase en protéine 

mature (Lucero and Kagan, 2006). 

Il existe à ce jour 5 isoformes : la LOX, et les lysyl oxidase Like: LOXL1, LOXL2, LOXL3, LOXL4 

Toutes possèdent une région C-terminale (FIGURE 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 diffèrent par leur région N-terminale. Leurs différences de 

structure et d’expression tissulaire in vivo suggèrent 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 

LOX 

- Expression variable en fonction des processus biologiques.  
- Régulation via des facteurs de transcription, facteurs de 

croissance, cytokines et hormones, dont le βFGF et le 
TGFβ1 

- Principale enzyme responsable de la réticulation de 
l’élastine et du collagène 

(Atsawasuwan et al., 
2008; Csiszar et al., 
1996) 

LOX L1 

- L’isoforme LOXL1 est la plus similaire à LOX d’un point de 
vue structural et fonctionnel.  

- Active sur les substrats de collagène et d’élastine avec une 
action préférentielle pour l’élastine 

(Borel et al., 2001; 
Noblesse et al., 
2004) 

LOXL2 

- Impliquée dans les phénomènes de sénescence  
- Sa surexpression a été rapportée dans plusieurs types de 

tumeurs, de façon corrélée à un mauvais pronostic de 
survie  

(Peinado et al., 
2008; Saito et al., 
1997) 

LOXL3 

- Exprimée dans le système nerveux central et le cerveau, 
mais aussi dans les leucocytes, la peau et le cartilage des 
tissus embryonnaires  

- Sa surexpression favorise la transition épithélio-
mésenchymateuse  

(Molnar et al., 2003; 
Peinado et al., 2008) 

LOXL4 
- Exprimée dans le muscle squelettique, le pancréas et les 

testicules  

(Asuncion et al., 
2001; Mäki et al., 
2001) 

 

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

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

Les microfibrilles associées à l’élastine sont creuses et ont un diamètre compris entre 6 et 18 

nm, elles sont donc plus grosses que les microfibrilles de collagène (de 8 à 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: modèle 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 à déterminer, cependant elles possèdent des 

sites de fixation pour certaines protéines de la MEC comme les fibulines ou les MAGP. C’est aussi un lieu 

de stockage du TGFβ via la formation de ponts disulfure entre la protéine LAP et la protéine LTBP (Jensen 

et al., 2012). 

Certaines molécules sont localisées à la surface des microfibrilles d’élastine et d’autres se 

trouvent à l’interface cellules-fibres élastiques. Le calcium joue un rôle clef dans la formation et 

l’organisation des microfibrilles.  
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Figure 17 : Représentation d’une fibre élastique mature composée d’un cœur 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 l’assemblage du cœur amorphe composé de 

tropoélastine et des microfibrilles (FIGURE 14 ET 17). L’élastogénèse met en jeu un grand 

nombre de molécules dont: 

 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 même que 

dans les tissus où les fibres élastiques sont linéaires (Pereira et al., 1997). Les 

monomères de fibrilline s’assemblent dans les microfibrilles selon un motif anti parallèle, 

via les résidus de cystéine libres.  

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

structure perlée des microfibrilles  

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

l’intégrité structurale des microfibrilles (Segade et al., 2002). Cette glycoprotéine 
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très acide dont la partie N-terminale riche en proline contient un groupe de 

résidus glutamine qui se lie à la partie C-terminale de la tropoélastine et à la 

fibrilline selon un mécanisme dépendant du calcium. La MAGP1 et la 

tropoélastine sont liées de façon covalente par la transglutaminase. Il semble 

donc que la MAGP1 intervienne comme protéine de liaison entre les 

microfibrilles et l’élastine dans les étapes tardives de l’élastogénèse et serve à lier 

et aligner la tropoélastine au niveau des microfibrilles lors de sa réticulation 

(Jensen et al., 2001). 

 MAGP2, est aussi retrouvée dans les microfibrilles non associées à l’élastine. 

Riche en sérine et thréonine elle contient un motif qui se lie à l’intégrine α5β3. 

Cela montre son rôle dans la signalisation cellulaire durant l’assemblage des 

microfibrilles. La MAGP2 interagit aussi avec la fibrilline-1 pour renforcer la 

structure des microfibrilles. Elle peut  stimuler  l’assemblage  des  fibres 

élastiques, probablement en ciblant l’élastine sur les microfibrilles (Lemaire et al., 

2007). 

 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 MFPA 4 est considérée comme l’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 l’homme, la protéine MFAP4 est 

retrouvée exprimée dans de nombreux tissus élastiques, tels que l’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 l’assemblage 

et le maintien du tissu élastique (Pilecki et al., 2016). Elle interagit avec la 

fibrilline 1 et guide l’assemblage et l’organisation des microfibrilles. Elle contribue 
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au maintien des autres protéines de la MEC comme le collagène de type I par 

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

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

élastiques à la MEC environnante (Kielty et al., 2002). Le biglycan est localisé dans le 

cœur d’élastine et forme un complexe avec la tropoélastine et la MAGP1 ; alors que la 

décorine au localisée au niveau des microfibrilles. 

 Les Fibuline 1 2 5 : 

o La Fibuline-1 localisée dans le cœur 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 à l’interface entre les microfibrilles et le cœur 

d’élastine. La fibuline 5 est très présente au niveau de la peau, de l’aorte et de 

l’utérus. Elle est localisée à 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 l’élastine. A l’heure actuelle, seule l’émiline-1 a été 

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

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

glycoprotéines extracellulaires qui présentent des similitudes avec les fibrillines. Elles ont 

la particularité de réguler la disponibilité du TGF-β via sa fixation. Il existe 4 isoformes 

mais seule la LTBP-1 est un composant des microfibrilles. Lorsque le TGF- β n’est pas 

capté par les LTBP, il est libre d’aller activer son récepteur (FIGURE 18), déclenchant une 

cascade de signalisation via les protéines Smad2/3 ce qui aboutit à terme à l’induction 

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

la tropoélastine (Kucich et al., 2002) 

 

Tous ces acteurs sont indispensables au bon déroulement de l’élastogénèse et leur absence ou 

une simple mutation sur une de ces protéines, impact l’assemblage des fibres élastiques à 

l’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 à une mutation sur une protéine des fibres 

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

Pathologie Gène affecté Observations cliniques Phénotype moléculaire 

Cutis Laxa (récessif ; 
dominant ou acquis) Elastine 

Peau lâche, pendante et 
en quantité excessive 
Pathologie de l’aorte 

Dégénération des fibres 
élastiques du derme et du tissu 
conjonctif lié à un déficit en 
élastine au sein des fibres 
élastiques 
Inflammation du derme 

Syndrome de Williams 
Beuren Elastine  Pathologie vasculaire 

obstructive 
Déposition diminuée d’élastine 
dans les parois artérielles  

Syndorme d’Ehlers 
Denlos Collagène de type V 

Peau hyperextensible et 
fragile 
Hyperlaxité articulaire 

Diminution de la réticulation du 
collagène et de l’élastine par les 
LOX 

Syndrome de Marfan Fibrilline 1 
Pathologie vasculaire 
(anévrisme et dissection 
de l’aorte) 

Fibrilline 1 altérée incorporée 
dans les fibres élastiques 
Augmentation des signaux de la 
voie TGFβ 

Syndrome de Loeys 
Dietz 

TFGβ récepteur de 
type II 

Pathologies vasculaires 
très sévères, dont une 
prédisposition familiale 
à l’anévrisme de l’aorte 
thoracique 

Augmentation de la voie TGFβ 
Augmentation de l’expression 
de collagène 

Pseudoxanthoma 
elasticum 

ABCC9 (adenosine 
triphosphate binding 
cassette gene 
subfamily C6) 

Lésions dermiques 
oculaires et 
cardiovasculaires 

Accumulation de fibres 
élastiques irrégulières 
fragmentées et calcifiées 

 

 

Après avoir détaillé la structure de la peau et particulièrement les cellules souches 

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

collagènes 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-être décrit comme une perte de l’intégrité physiologique 

conduisant à une vulnérabilité accrue face à la maladie ou la mort. Il est réglé principalement 

par la génétique mais aussi par des processus biologiques qui persistent avec l’évolution. Tous 

les tissus et organes sont soumis au même régime. Mais la peau en surface, visible et exposée 

aux agressions de l’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, l’apparence et le vieillissement ont un fort impact 

social, ce qui explique l’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 intrinsèque et 

extrinsèque. 

Le vieillissement intrinsèque, chronologique ou génétique, est défini par les modifications 

observables avec « le temps qui passe » pour un individu donné. Le vieillissement extrinsèque 

aussi appelé photovieillissement est lié aux agressions extérieures, telles que l’exposition aux 

UV, le plus fréquent, au tabac ou à 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 intrinsèque  reste 

la résultante de l’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 synthèse toutes les causes ne seront pas détaillées  
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Figure 19: représentation des causes du vieillissement cellulaire (traduit de (López-Otín et al., 2013)) 

 

La première cause du vieillissement intrinsèque est l’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 l’ADN sont conditionnés par l’absence d’erreur de 

réplication. Lorsqu’elles surviennent, ces anomalies de réplications peuvent induire l’apparition 

de dommages de l’ADN génomique et mitochondrial qui doivent être réparés par la cellule pour 

en assurer la pérennité. En cas de dommage de l’ADN, il existe plusieurs systèmes enzymatiques 

pour réparer les mutations spontanées générées (López-Otín et al., 2013). Lorsque les 

dommages touchent des gènes essentiels cela peut conduire à une cellule non fonctionnelle. 

Elle sera par la suite éliminée par les systèmes de sénescence et d’apoptose. Toutefois, à terme, 

ce mécanisme d’élimination cellulaire peut déséquilibrer l’homéostasie des tissus. L’ADN 

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

sensible à l’instabilité génomique (Kazak et al., 2012) 

Plusieurs systèmes enzymatiques coopèrent pour réparer les mutations spontanées générées 

par l’organisme ou induites par des agressions extérieures : les systèmes « fidèles » et les 

systèmes « non fidèles ». Les systèmes de réparation dits « fidèles » permettent la restitution 

complète et fiable de l’ADN lésé. Les systèmes de réparation « non fidèles » permettent la 

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

Avec l’âge, la fonctionnalité des mitochondries est compromise. Cela résulte en une 

augmentation de la production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO), qui sont chimiquement 

instables et toxiques. La chaîne respiratoire, localisée dans la membrane mitochondriale interne 

est le siège de la production d’énergie cellulaire par la phosphorylation oxydative. Si l’oxygène 

est indispensable à la vie de la cellule, il est aussi délétère : c’est le paradoxe de la vie aérobie 

(Davies, 1995). La production de ERO est physiologique et nécessaire à la signalisation cellulaire 

et la régulation de gènes au cours de processus tel que l’inflammation ou la balance 

prolifération/apoptose (Finkel, 2003).  

Chaque ERO présente une réactivité différente (FIGURE20), mais tous sont responsables de 

l’oxydation des lipides, des protéines cellulaires, ainsi que l’ADN génomique et mitochondrial 

(Sohal and Orr, 2012) :  

- l’anion superoxyde O2•- est formé directement par la réduction de l’O2 par 

les NADPH oxydase au sein de la chaîne respiratoire, il est modérément 

réactif et rapidement métabolisé en peroxyde d’hydrogène H2O2. 

- Le peroxyde d’hydrogène H2O2 est  produit par la dismutation de O2•- par les 

superoxydes dismutases (SOD), et est relativement stable. Lorsque H2O2 n’est 

pas métabolisé par les systèmes antioxydants cellulaires, il peut générer le 

radical hydroxyl l’OH• par la réaction de Fenton. 

- Le radical hydroxyl HO•, très instable, est hautement réactif et cause 

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

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

 

 
Figure 20 : réactions chimiques produisant les radicaux libres : 1. Formation de l’anion super oxyde ; 2. 

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

 

Le stress oxydatif est défini comme une altération de l’équilibre entre la production de 

systèmes 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 l’efficacité des systèmes 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 à l’origine de stress oxydatif dans la cellule via la 

production de ERO : 

- De nature endogène à l’organisme : production par la chaine respiratoire mitochondriale 

et par les cellules immunitaires lors de la destruction d’agents pathogènes. 

- De nature exogène à l’organisme: due à des rayonnements ionisants, l’exposition aux 

UV, la pollution, le tabac. 

 

L’organisme se protège de ce stress oxydatif par plusieurs systèmes 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 (α-tocophérol), mais aussi les 

caroténoïdes, les polyphénols ou le cytochrome C. Certains éléments traces sont considérés 

comme antioxydant car ils sont des cofacteurs indispensables à l’activité des enzymes 

antioxydantes, comme par exemple le sélénium pour la GPX. 
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Enfin, à chaque division cellulaire, il y a un raccourcissement des télomères c’est à dire des 

régions situés aux extrémités chromosomiques. Les télomères sont des répétitions des 

séquences TTAGGG associés à des protéines spécifiques répliqués par la télomérase durant la 

vie embryonnaire, dont le rôle est de protéger le chromosome contre les dommages et les 

fusions inter-chromosomiques. De ce fait, dès la naissance, à chaque division cellulaire une 

partie du chromosome n’est pas répliqué, ce qui conduit à sa réduction progressive. Les 

télomères sont considérés comme l’horloge biologique de la cellule. Dès lors que le télomère 

atteint une taille minimale dite critique, le cycle cellulaire s’arrête et la cellule entre en 

sénescence réplicative. Les cellules germinales sont épargnées par ce phénomène car elles 

possèdent une activité télomérase. 

Les télomères sont donc impliqués dans le processus de vieillissement, il a été montré que la 

longueur des télomères est inversement proportionnelle à l’âge du donneur (Allsopp et al., 

1992). A la suite de cela, des travaux ont montrés que l’introduction de la télomérase dans des 

cellules qui en étaient dépourvues restaurait la longévité des cellules (Bodnar et al., 1998) et 

que l’absence de télomérase dans un modèle murin conduit à 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 télomères et l’installation du 

vieillissement dans l’organisme (Armanios et al., 2009; Jaskelioff et al., 2011). 

La senescence cellulaire est définie comme l’arrêt stable du cycle cellulaire associé à des 

modifications morphologiques de la cellule (Campisi and d’Adda di Fagagna, 2007). Ce 

phénomène 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 à 

environ 50 doublements de population cumulé (CPD) une fois mis en culture (Hayflick and 

Moorhead, 1961). On parle de « sénescence réplicative » lors de l’arrêt du cycle cellulaire lié au 

raccourcissement des télomères. 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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l’activation d’oncogènes. Avec l’érosion des télomères, ces modifications au sein de la cellule 

sont considérés comme un signal de dommage de l’ADN ce qui active la voie de réponse aux 

dommages de l’ADN conduisant à terme à l’arrêt du cycle cellulaire via l’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 empêchent la phosphorylation de pRb (protéine du 

rétinoblastome) et le relargage des facteurs de transcription E2F : il y a arrêt du cycle cellulaire. 

(FIGURE 22). La seconde voie de signalisation passe par p16INK4a qui inhibe les CDK4 et CDK6, 

bloquant également l’activation de pRb (FIGURE 22). 

 

 
Figure 22: mécanismes moléculaires conduisant à l’arrêt du cycle cellulaire et l’entrée en sénescence 

(Campisi and d’Adda di Fagagna, 2007) 

 
Les deux p21WAF1 et p16INK4a 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 arrêt de la croissance 

cellulaire, l’augmentation de la taille de la cellule ainsi à des modifications du métabolisme. Les 

cellules sénescentes possèdent une activité l’enzyme βgalactosidase augmentée (Dimri et al., 

1995), une surexpression de gènes impliqués dans le remodelage de la MEC tels que les MMP-1 

et 3 ainsi que des gènes 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 l’accumulation de 

dommage de l’ADN et l’initiation de la transformation cancéreuse des cellules. Cependant, il est 

aussi admis que la sénescence contribue de façon importante au vieillissement de l’organisme 

via la perturbation de l’homéostasie tissulaire et l’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 extrinsèque sont représentées à 80% par les radiations du soleil 

auxquelles s’ajoutent dans une moindre mesure la pollution atmosphérique, le tabac, le stress, 

l’alcool et l’alimentation, l’hygiène 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 l’accélération du vieillissement cutané. 

Cependant, ses effets sont dépendants de l’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).  

 
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 l’épiderme, ils induisent des dommages à 

l’ADN via entre autres la formation de dimères de pyrimidine, ce qui peut conduire lors 

de surexposition à l’initiation d’une carcinogénèse ou à la mort cellulaire (Battie et al., 

2014). 
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 les UVA (320-400 nm), moins puissants, peuvent pénétrer jusqu'au derme où ils 

induisent de nombreuses altérations. Les UVA altèrent 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 dimère 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 à l’activation 

de la transcription des gènes MMP1, MMP3 et MM9 (Fisher and Voorhees, 1998) tout en 

inhibant la transcription du pro collagène de type 1 (Rittié and Fisher, 2002). Il en résulte une 

destruction de la MEC et plus spécifiquement du collagène de type I, II et III par la MMP1 et la 

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

 

En ce qui concerne l’élastine, l’accumulation de matériel élastique anormal, phénomène 

responsable de l’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 à l’origine du déclin de l’intégrité et de la fonction de la 

peau. En devenant sénescentes, les cellules sécrètent des cytokines, enzymes ou facteurs de 

croissance, induisant des modifications tissulaires, on parle d’un phénotype sécrétoire associé à 

la senescence (SASP senescence-associated secretory phenotype). La cellule devient alors 

incapable de contrôler son microenvirronnement et il peut y avoir induction carcinogène ou 

inflammatoire. Parmis les molécules sécrétées, on retrouve entre autre le facteur de 

transcription NF-κB, l’IL-1ß et CCN1 (angiogenic inducer protein 61 (CYR61)) (Campisi, 1998; 

Rodier and Campisi, 2011; Tigges et al., 2014). 

Nous concentrons ici notre exposé à 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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Figure 24: différences histologiques observées au cours du vieillissement cutané (Illustration : thèse 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 l’âge 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 à 0.01% pour les kératinocytes adultes. (Rheinwald and 

Green, 1975). 

Le vieillissement induit des altérations multiples de l’épiderme se traduisant notamment par 

une diminution de l’épaisseur totale de l’épiderme sans toucher l’épaisseur de la couche 
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cornée. Cette atrophie est liée à l’accumulation de kératinocytes sénescents ainsi qu’à la perte 

progressive des ondulations au niveau de la JDE (Mestre-Deharo and Sayag, 1991).  
De la couche la plus externe à la couche basale, on pourra observer que :  

 Le stratum corneum ainsi que les cornéocytes ne présentent pas d’altérations 

morphologiques avec l’âge mais le profil lipidique modifié conduit à une diminution de la 

fonction barrière. Les lipides, organisés en bicouche lamellaire ont pour propriété de 

former une barrière hydrophobe limitant la perte de molécules d’eau. Lorsque la 

quantité de lipide diminue, l’hydratation de la peau diminue aussi conduisant à la 

sécheresse de la peau. (Saint Leger et al., 1988). 

 Les couches suprabasales de l’épiderme ne subissent pas d’altérations morphologiques 

évidentes à l’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 

l’apparition de kératinocytes basaux de forme cuboïde. 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 l’âge, 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 l’épiderme au derme diminuent avec l’âge en raison de la diminution 

de l’expression de l’intégrine β1, une des principales protéines impliquées dans l’adhésion des 

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

 

2. ALTERATION DE LA JONCTION DERMO EPIDERMIQUE 

D’un point de vue histologique, c’est à 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 l’épiderme au derme.  



Introduction bibliographique  
Chapitre 1 – La peau 

84 

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 

l’aplatissement de la JDE. 
- La diminution drastique du collagène 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 l’âge (Uitto, 2008). Comme nous l’avons vu il existe 

différentes populations de fibroblastes. In vitro, les fibroblastes papillaires prolifèrent plus 

rapidement et ont aussi une espérance de vie en culture plus longue que les fibroblastes 

réticulaires, même si ils proviennent du même donneur et de la même zone anatomique. Ces 

variations peuvent expliquer la diminution du potentiel prolifératif des cellules du derme âgé, 

via l’augmentation de la proportion de fibroblastes réticulaires au détriment des fibroblastes 

papillaires (Sorrell and Caplan, 2004). 

Ainsi, les fibroblastes fœtaux sont capables de 35 à 63 doublements de population cumulés 

alors que les fibroblastes adultes ne sont capables que de 14 à 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 synthèse dont celle de la fibronectine (Dimri et al., 1995) d’où une diminution des 
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interactions cellules-substrat et cellules-cellules. Les fibroblastes sénescents montrent aussi une 

altération des systèmes de réparation de l’ADN. (Tigges et al., 2014) 

 

Le derme est le siège 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 collagène 

et du matériel élastique, ainsi que des modifications du contenu en protéoglycannes (Waller 

and Maibach, 2006). 

b) Les Collagènes   

Le vieillissement affecte de manière spécifique la synthèse de collagène de type I et III ainsi que 

leur proportion (ratio de 6/1 dans une peau jeune versus 3/1 dans une peau âgée) (Lovell et al., 

1987). De plus il induit une augmentation de l’activité de certaines enzymes protéolytiques, les 

MMP-1 ; MMP-2 et MMP-9, impliquées dans la protéolyse des fibres de collagène; ainsi qu’une 

diminution de l’expression des TIMPs (Tissu Inhibitor Matrix Protease), inhibiteurs de ces 

enzymes protéolytiques. Cet accroissement relatif de l’activité protéolytique conduit à une 

diminution globale de l’épaisseur du derme. C’est dans le derme papillaire que la majorité des 

changements ont lieu. Les fibrilles de collagène deviennent granuleuses et les fibres plus 

compactes. Elles se dissocient et s’orientent parallèlement à la JDE. 

c) Fibres élastiques 

Dans l’organisme, à l’abri du soleil, le tissu élastique (TE) est très peu dégradé. Il existe tout de 

même 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 à sérine généralement leucocytaires et pancréatiques ; 

les élastases à métaux dont font partie les metalloprotéinases matricielles (MMPs) comprenant 

les MMP-2, -7, -9 et -12 (Berton et al., 2000) ; et enfin les élastases à cystéine parmi lesquelles 

on retrouve les cathepsines dont l’activité enzymatique dépend d’un pH acide à 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 phénomène de dégradation. 

(Antonicelli et al., 2007). En même temps, les matrikines induisent la formation d’un 

microenvironnement inflammatoire (Fulop et al., 2012) qui active la prolifération des 

fibroblastes, et amplifie l’activation des élastases. Ces produits de dégradation sont retrouvés 

dans les liquides biologiques (urine, plasma, lavage broncho-alvéolaire) où ils peuvent être 

dosés (Faury, 2001). Ils sont retrouvés à 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 l’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 à 4% du volume du derme, le tissu 

élastique subit des altérations précoces, profondes et irréversibles avec l’âge. Jusqu’à présent il 

est classiquement admis que le nombre de fibroblastes et leur capacité de synthèse 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 brûlures graves, la présence d’élastique n’est détectée 

qu’après 2 ans dans les cicatrices (Raghunath et al., 1996). 

C’est lors de la vie in utero que la synthèse de tropoélastine est maximale. Chaque individu nait 

avec son propre capital. Sa demi-vie, estimée à 70 ans, montre que son renouvellement est 

quasi nul (Frances and Robert, 1984; Sherratt, 2009). À la naissance, les analyses en microscopie 

électronique à transmission (TEM) montrent les fibres élastiques immatures laissant voir des 

microfibrilles non complètement recouvertes d’élastine amorphe. Autour de vingt ans, à 

maturité, celles ci sont complètement recouvertes d’élastine amorphe (Pasquali-Ronchetti and 

Baccarani-Contri, 1997). Alors le processus de l’élastogénèse s’arrête (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 (El-Domyati et al., 2002; TSUJI and HAMADA, 1981). 

MEB MET

> 
80

 a
ns

ph
ot

oe
xp

os
é

45
 a

ns
ph

ot
op

ro
té

gé
< 

10
 a

ns
ph

ot
op

ro
té

gé

A B C

FED

G H I

 
Figure 25 : Visualisation de l’élastine dermique par microscopie électronique à balayage et à 

transmission chez un individu jeune photoprotégé (<10 ans – A/B/C) ; adulte photoprotégé (45 ans – 

D/E/F) et âge photoexposé (>80 ans – G/H/I). (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-

isomère D conduit à une altération de la structure (Bailey, 2001; Ritz-Timme and Collins, 2002). 

Mais cette augmentation de la proportion du stéréo-isomère D / L est mise à profit pour évaluer 

l’âge d’un tissu et même 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 à l’élastase (Battie et al., 2014; Mora Huertas et al., 2016). Il ne faut pas 

omettre l’activation de l’élastase par les ERO qui augmentent avec l’âge (Cantor et al., 2006). 

L’accumulation de glucose induit des réticulations non enzymatiques sur les résidus lysine et 

arginine du collagène comme des fibres élastiques en formant des « AGE » (pour Advanced 

glycosylation end products). Ce phénomène, la glycation, rigidifie les collagènes, et 

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

Bien qu’il soit admis que la synthèse d’élastine diminue avec l’âge, les résultats de qPCR 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 l’absence d’information quant à la réticulation et la formation des fibres 

matures. Pour aprocher la quantification des fibres avec l’âge, l’immunohistologie 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 à la surface 

de derme peu être utilisée (Robert et al., 1988; Suwabe et al., 1999). Elle permet de mettre en 

évidence une diminution entre la naissance (1-20 ans), l’âge adulte (33-56 ans) et l’âge sénior 

(61-100 ans). Les techniques d’histologie montrent aussi que l’évolution des fibres élastiques 

dépend non seulement de l’âge, mais aussi de la zone anatomique du prélèvement et l’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 particulièrement 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 

possèdent autour de 20% en font des composés particulièrement sensibles à la dégradation par 

les UV (Sherratt et al., 2010). De plus, l’exposition aux UV entraine aussi l’activation des MMP-

2,-3,-9,-12 et -13, dégradant la MEC et spécifiquement la fibrilline 1 et la fibuline 5. S’ajoute à 

cela toutes les modifications du microenvironnement qui ont été décrites précedemment et qui 

amplifient dégradation.  

Par ailleurs, nous avons vu que le gène codant pour la tropoélastine est soumis à un épissage 

alternatif dont un des isoformes, le 26A provient d’un épissage alternatif régulé spécifiquement 

par les radiations UV ou par une exposition à des températures élevées. Cela a été confirmé par 

l’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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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 être 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 dépôt de lysozyme sur 

les fibres élastiques fragmentées par les UV entraine l’inhibition de la dégradation par l’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 l’élastogénèse peuvent être dérégulés avec le 

vieillissement. Ainsi, la synthèse de la fibrilline 1 et des fibulines 2 et 5 diminue au cours de la 

vie, mais elles ont tendance à 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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particulièrement la MAGP-1 est diminuée dans le derme avec l’âge et le photo vieillissement 

(Zheng et al., 2013). 

 

 

 

Le vieillissement cutané est donc complexe, et au cœur de la préoccupation d’une grande partie 

des chercheurs en dermo-cosmétique. L’exploration des mécanismes via l’histologie ou la 

biologie moléculaire sur des biopsies de peau native humaine est une première étape, une 

étape de référence, mais n’est pas suffisante. Des modèles d’études innovants exposés dans le 

chapitre suivant sont donc nécessaires. 
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I. MODELES DE PEAUX RECONSTRUITES EN 3D 

La culture des kératinocytes sur couche nourricière de fibroblastes irradiés (Rheinwald and 

Green, 1975) a permis leur amplification jusqu’alors impossible au-delà de la primo culture. Elle 

a permis l’essor des techniques pour le traitement des grands brûlés et des plaies chroniques 

(Gallico et al., 1984). Nous concentrerons notre exposé sur le développement des modèles 

tridimensionnel de peau reconstruite. 

La recherche sur les modèles de peaux reconstruites (PR) a été motivée par des raisons 

médicales mais également suite à l’interdiction en 1998 d’utiliser l’expérimentation animale 

pour tester l’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 à la fin des années 90 que les différents modèles de PR ont été développés avec pour point 

commun: un épiderme reconstruit, pluristratifié, différencié grâce à la culture à 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 l’ensemencement de fibroblastes. Nous citerons les épidermes 

reconstruits et ne développerons que les ensembles dermo-épidermiques qui sont au cœur de 

ce travail.  

Parmi les différents modèles de PR, les premiers développés ont utilisés des supports poreux 

dans lesquels les fibroblastes adhèrent, prolifèrent, migrent et synthétisent leur propre MEC. La 

présence de Vitamine C, co-facteur de la prolyl-hydroxylase et des LOX, permet la fibrillogénèse 

du collagène le rendant insoluble ainsi que l’élastogénèse (Shimizu et al., 1965). 

Concernant les épidermes reconstruits, brièvement, les kératinocytes sont ensemencés sur un 

insert de polycarbonate (Rosdy and Clauss, 1990) ou sur un support biologique tels que du 

collagène de type IV (Tinois et al., 1991), ou un derme désépidermisé. L’inconvénient majeur de 

ce genre de modèle est le manque d’interaction de l’épiderme avec le derme via la jonction 

dermo-épidermique. Des modèles de peau totale, comprenant le derme et l’épiderme ont par la 
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suite été développés, l’avantage est qu’ils ont une durée de vie plus longue que les épidermes 

reconstruits grâce aux interactions entre les deux compartiments.  

Les différents modèles de PR seront décrits dans leurs grandes lignes et l’accent sera porté sur 

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

 

A. MODELE DE BELL DANS UN GEL DE COLLAGENE 

Le modèle de Bell, précurseur, est un ensemble dermo-épidermique dans lequel une solution de 

collagène bovin de type I est transformée en gel solide lorsque sont incorporés des fibroblastes 

vivants (Bell et al., 1981). Au fur et à mesure de la culture, le gel de collagène se rétracte. 

Cependant, cette rétractation, induit la sécrétion de MMP par les fibroblastes qui entraine la 

dégradation du gel de collagène et donc de l’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 problème de dégradation du gel. 

L’ensemencement des kératinocytes à la surface ainsi que l’interface air/liquide (A/L) conduit 

donc à 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, l’organisation ultra structurale de la JDE n’a pas été 

démontrée. Ce modèle 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 modèle sont des inconvénients 

qui ont été rédhibitoires à leur commercialisation, mais ils sont toujours utilisés dans les 

laboratoires de recherche. 

 

B. MODELE SUR TREILLIS DE NAUGHTON 

Dans ce modèle, l’ensemencement de fibroblastes de prépuce est réalisé sur une trame de 

nylon préalablement traitée afin de permettre la culture. Ainsi les fibroblastes adhèrent et 

prolifèrent rapidement à la trame, puis synthétisent une MEC riche et abondante composée de 
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collagène de type I et II ainsi que de GAG qui remplissent les trous du treillis (Slivka et al., 1993). 

Comme précédemment, l’ensemencement de kératinocytes en surface suivi de l’élévation à 

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 même pour l’élastine. 

L’avantage de ce modèle est l’absence de rétraction lié à la présence d’un support rigide, mais 

sa finesse le rend difficile à manipuler. Qui plus est la trame de nylon peu compliquer les 

analyses histologiques. 

Ce modèle 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 polyglycolique biocompatible et 

biorésorbable. 

 

C. MODELE SUR SUPPORT POREUX 

Le premier modèle a été développé à partir d’un substrat dermique à base de collagène bovin 

de type I et III et de chondroïtine sulfate, réticulés par le glutaraldéhyde (Yannas et al., 1980). La 

réticulation permet de garantir l’absence de rétractation du DE. Elle s’effectue après 

lyophilisation du gel et permet de lier les molécules de collagène entre elles par des liaisons 

covalentes, ce qui rend le collagène insoluble et apporte une solidité au DE. Après colonisation 

du DE par les fibroblastes, l’ensemencement des kératinocytes à la surface et enfin l’élévation à 

l’interface A/L, on obtient un ensemble dermo-épidermique vivant très 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 modèle de collagène réticulé ioniquement a été développé et breveté dans notre 

laboratoire. Il est constitué de collagène bovin de type I, de chondroïtine 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 collagène et les chondroïtines sulfates.  
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Les fibroblastes ensemencés à 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 collagène type IV, VII et 

laminine 3.3.2, hémidesmosomes) très proche de celle de la peau normale (FIGURE 27). 

Toutes les protéines de la MEC du derme recherchées ont été retrouvées dans ce modèle, mais 

surtout avec une organisation ultrastructurale proche de la peau humaine: fibres de collagène 

regroupées en faisceaux (Berthod et al., 1996), dépôts de collagène de type I, 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 modèle est donc considéré comme un modèle de 

référence car très proche d’un point de vue de sa composition, de sa physiologie et de son 

organisation de la peau normale humaine. Sa culture peut être prolongée pendant 4 mois 

permettant ainsi d’obtenir un modèle de sénescence in vitro très proche du vieillissement in 

vivo. 

 



Introduction bibliographique  
Chapitre 2 – Les modèles organotypique 

99 

 
Figure 27 : protocole simplifié de la production des peaux reconstruites selon le modèle sur éponge de 

GAG-Collagène I-chitosan (panel de haut). Images représentatives de l’histologie de l’épiderme, du 

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

 

Ce modèle est évolutif puisqu’il peut être enrichi avec l’ajout de cellules cutanées autres que les 

kératinocytes ou les fibroblastes. Ainsi, incorporés à l’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 hématopoïétiques (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 modèle versatile permet plusieurs alternatives pour étudier le vieillissement cutané: 

 La culture prolongée de ce modèle permet de mettre en évidence certaines 

caractéristiques du vieillissement chronologique sans variations interindividuelles 

(FIGURE 28).  

Si l’on s’intéresse dans un premier temps à l’épiderme, on retrouve à partir de 60 jours la 

diminution du nombre de cellules exprimant Ki67, PCNA, P63, marqueurs de cellules 

prolifératives, associé à la diminution de l’épaisseur de l’épiderme. A ces diminutions, 

s’associent des anomalies de la différenciation terminale dont l’expression de l’involucrine, la 

filaggrine, et la loricrine dans les couches suprabasales. Dans notre modèle, l'altération du 

processus de différenciation kératinocytaire entraine une altération de la fonction barrière de la 

couche cornée, phénomène 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 120ème jour où l’on observe alors 

une duplication de la lamina densa, altération typique d’une peau âgée (Makrantonaki and 

Zouboulis, 2007; Hull and Warfel, 1983). 

Comparativement à ce qui a été décrit in vivo, nous avons observé une augmentation de 

l’expression de p16INK4a dans les couches basale et suprabasales de l’épiderme (Dos Santos et 

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

(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 l’épiderme, l’expression de protéine 

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

Ces résultats confirment que ce modèle obtenu par rallongement du temps de culture permet 

d’imiter fidèlement le vieillissement chronologique observé dans une peau humaine normale 

prise comme témoin. Ce modèle 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’âges 

différents est une possibilité mais la très grande variation interindividuelle provenant du 

patrimoine génétique des cellules de donneurs différents est un biais potentiel qui limite 

leur utilisation.  

En effet, chaque individu possède son propre background génétique et épigénétique, processus 

non contrôlable et qui pourrait influencer les réponses biologiques obtenues. De plus, le mode 

de vie, le climat, l’hygiène de vie, l’exposition aux UV ou au tabac, interviennent sur la 

« qualité » des cellules. C’est pourquoi, les cellules provenant de 2 donneurs différents du 

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

chaque âge.  

De façon globale, la « destinée » d’une PR est son vieillissement, la variable est la vitesse à 

laquelle la sénescence est atteinte. La sénescence réplicative démontrée avec les cellules de 

donneurs d’âge différent a pu être confirmée avec les cellules d’un même 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 l’âge augmente (Kaji et al., 2009). 

 

A. MODELE SANS SUPPORT 

Le modèle sans support repose sur la réticulation du collagène en présence de vitamine C pour 

permettre l’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 dépôt de 

cette matrice composée principalement de collagène est maximal après 3 semaines de culture. 

Le DE est épidermisé par des kératinocytes après 3 à 5 semaines de culture. Comme dans les 

autres modèles, l’élévation à l’interface A/L permet la stratification et la différentiation 

terminale de l’épiderme (Michel et al., 1997). A ce stade, la jonction dermo-épidermique est 

continue, composée des protéines de la JDE dont le collagène de type IV, VII et de laminine et 

suivant l’organisation ultrastructurale de la membrane basale de la peau native.  

De façon similaire au modèle sur support poreux, dans le derme il est possible de retrouver les 

protéines principales de la MEC telles que le collagène de type I et III, la fibrilline, l’élastine, la 

fibuline-5 entre autres, ainsi que dans l’épiderme Ki67, les différentes kératines et protéines de 

la différenciation épidermique.  

Ce modèle sans support est peu contraignant car il ne nécessite pas de biomatériaux. Qui plus 

est l’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, l’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). 

 

Figure 29 : protocole simplifié de la production des peaux reconstruites selon le modèle auto-assemblé 

sans support (panel de haut). Images représentatives de l’histologie des peaux reconstruites sans 

support au cours du temps (panel du bas). Il est possible d’observer une grande stabilité de l’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 endogènes 

à la cellule de 20-22 nucléotides, transcrits à partir du génome. 

Le génome humain est composé d’une grande portion d’ADN dit « non codant » (introns et 

régions intergéniques). Cependant, la très forte conservation (Shabalina et al., 2001) de cette 

partie du génome avec l’évolution ainsi que sa transcription (Sun and Wu, 2015) suggère un rôle 

fonctionnel de ces ARN non codants. Ces ARN non codant auraient donc une fonction de 

régulation qui est nécessaire à l’évolution. 

Il existe plusieurs type de miRNAs : intergéniques (localisés à l’extérieur des régions génomiques 

et possèdent leur propre promoteur), intragéniques intronique ou exonique (transcrits à partir 

d’une séquence génomique incluse dans une séquence codante ou non pour un gène). Par 

ailleurs, environ un tiers des miRNAs chez les mammifères sont regroupés en « clusters » et 

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

Les miRNA régulent l’expression de protéines cibles en s’appariant de manière 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 l’ARN polymérase II sous la forme d’un long transcrit 

primaire pri-miRNA. La transcription des miRNA introniques est régulée par le gène hôte 

(Rodriguez et al., 2004) alors que les miRNA intergéniques possèdent 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 III, 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, où à lieu un deuxième 

clivage par une autre RNase III, Dicer. Le duplex miRNA-miRNA correspond à 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 à 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 l’expression de gènes cibles 

par divers mécanismes comme la dégradation de l’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 à un ARN cible. 

 

Figure 30: biogénèse des micro ARN (Daugaard and Hansen, 2017). Les microARNs sont transcrits par 

l'ARN polymérase II en longs pri-miRNA, clivé par Drosha RNase III pour donne le pré-miRNA. Ce dernier 

sera exporté vers le cytoplasme, où il est ensuite traité par une autre enzyme RNase III, Dicer, qui 

débarrasse le double brin d’ARN de la boucle. Le microARN simple brin sera incorporé au miRISC pour 

induire sur l’ARNm cible une induction ou une répression de la traduction. 
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Les miRNA sont impliqués dans la morphogénèse de l’épiderme et particulièrement dans la 

formation de la fonction barrière. Des souris KO conditionnel de DICER dans les cellules 

progénitrices de l’épiderme présentent une déshydratation sévère conduisant au décès ; associé 

à un épiderme hyper prolifératif présentant un nombre de cellules Ki67 et K5 positives bien plus 

importantes et donc une différenciation de l’épiderme altérée (Yi et al., 2006). Ces résultats 

montrent que les miRNA sont importants pour la morphogénèse de l’épiderme et le contrôle 

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

L’homéostasie de l’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 après 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 rôle et de la régulation des microARN pour l’organisme dans des 

situations physiologiques comme pathologiques est très récente. En particulier dans le cas du 

vieillissement cutané, où les microARN ont une place importante dans la mise en place de 

l’épiderme durant le développement de l’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-âge. 

 

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

vitro et in silico pour l’étude du vieillissement, la 3ème partie de cette introduction 

bibliographique sera consacrée au sélénium, élément trace essentiel pour l’organisme et son 

potentiel rôle dans la prévention du vieillissement cutané. 
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Cette partie bibliographique présente une synthèse 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 particulière 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 l’utilisation du 

sélénium en prévention du vieillissement cutané. 

I. 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 à une toxicité 

cellulaire, mais il est néanmoins nécessaire car une carence engendre des effets dramatiques et 

délétères. Le sélénium est aujourd'hui considéré comme un élément trace absolument indispensable 

à l’homme, le seul inscrit dans le code génétique sous forme de sélénocystéine (SeCyst) (Rayman, 

2012). La sélénocystéine est présente dans les 25 sélénoprotéines identifiées à 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): 

 L’acide sélénieux (H2SeO3) et l’acide sélénique (H2SeO4) représentent les formes 

inorganiques, et sont deux acides solubles dans l’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 l’eau. 

 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, içi les levures séléniés ne sont pas représentées. 

Les besoins journaliers en sélénium d'un être humain de 50 à 200 μg, sont apportés par 

l’alimentation, où il est principalement présent sous forme organique (sélénométhionine et 

sélénocystéine), particulièrement 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 à la dose absorbée. C’est en 1295 que Marco 

Polo, lors de sa progression en Chine occidentale, remarqua que les chevaux suite à 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 très riche en sélénium. C’est pourquoi, historiquement, 

chez l’homme, le sélénium avait mauvaise réputation. C’est Klaus Schwarz, un Allemand, qui a défini 

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

est désormais reconnu qu’une carence en sélénium pouvait être la source de pathologies et que la 

couverture des besoins par des apports nutritionnels était indispensable à la santé.  

Il y a une accumulation préférentielle du sélénium dans le cerveau, la thyroïde, la glande pituitaire, le 

foie, le cœur, les muscles et les globules rouges (Myriam et al., 2006). 
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Brièvement, 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:  

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

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

 La voie digestive, voie principale d’absorption du sélénium, est étroitement liée à la forme 

chimique du sélénium (FIGURE 32) : 

- Les aminoacides séléniés, sélénométhionine et sélénocystéine sont absorbés dans 

l’intestin grêle comme tous les acides aminés 

- Le sélénate de sodium est absorbé par un mécanisme de transport identique à 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 l'absorption du sélénium (adapte de (Myriam et al., 2006) 

Le sélénium non absorbé est ensuite éliminé par voie urinaire (60%) ou dans les fèces (35%). La part 

du sélénium cutané et donc la voie de passage du sang vers la peau est encore à ce jour peu analysée 

et donc mal connue.  

 

II. LES SELENOENZYMES 

C’est principalement grâce à des approches in silico, que les 25 sélénoenzymes humaines constituant 

le sélénoprotéome ont pu être 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, l’exportation du 

noyau, la translation, la stabilité des ARN messagers ainsi que la synthèse protéique. Il agit 

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

Brièvement : 

 La famille des glutathions peroxydases (GPx), premières sélénoprotéines de mammifère 

identifiée en 1973 (Flohe et al., 1973; Rotruck et al., 1973). Cette famille comporte 4 enzymes, 

dont le rôle est de détoxifier les cellules et tissus des peroxydes et hydropéroxydes (FIGURE 

33). Elles constituent la protection principale de l’organisme contre les radicaux libres et le 

stress oxydant. L’activité enzymatique est directement proportionnelle à l’apport en sélénium, 

d’où 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 

l’activité de la GPx sérique et l’âge (Espinoza et al., 2008). 

 
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'hydrogène 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 système 

cellulaire utilisé dans de nombreux processus biologiques dont la réduction des 

ribonucleotides essentiels à la synthèse de l’ADN, dans le maintien de la balance 
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réduction/oxydation dans les cellules, dans la régulation de l’activité des facteurs de 

transcription ainsi que dans la régénération des systèmes antioxydants. 

 
Figure 34 : transfert d'électrons du NADPH par des thiorédoxine réductases (TrxR) sur différents substrats. Les 

substrats peuvent être des macromolécules dans lesquelles les liaisons disulfures jouent des rôles 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 thyroïdiennes. 
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III. SOURCES DE SELENIUM ET COUVERTURE DES BESOINS 

La quantité de sélénium nécessaire à l’organisme doit permettre une activité optimale des 

sélénoprotéines. En moyenne, les apports devraient être autour de 60 μg par jour, soit environ 

de 1 μg par kilo et par jour. Cependant, il existe des populations à risques qu’il serait 

souhaitable de complémenter : les personnes âgées, les personnes atteintes de malabsorption 

intestinale ou nourries exclusivement par voie intraveineuse, celles souffrant d’infections virales 

sévères ou de cancers. 

Le sélénium est apporté par l’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 complètes. 

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

Teneur en sélénium Type d’aliment [Se] moyenne Forme de sélénium 

Très riches 

Volaille, gibier & abats 184 μg/kg  sélénocystéine 

Poisson 170 μg/kg Sélénocystéine/ sélénométhionine 

Noix du brésil 30 à 80 μg/g sélénométhionine 

Riches 

Charcuterie 118 μg/kg sélénocystéine 

Viande 95 μg/kg sélénocystéine 

Œufs 40 μg/kg sélénocystéine 

Fruits secs & oléagineux 48 μg/kg  

Légumes secs 60 μg/kg  

Pauvres 
Légumes 17 μg/kg Sélénate / sélénocystéine / 

sélénométhionine 

Pain blanc 16 μg/kg Sélénate / sélénométhionine 
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Aujourd'hui, la prise de complément nutritionnel est à l’origine d’une part non négligeable à ces 

apports. Mais il ne faut pas oublier que la variabilité des bienfaits d’une supplémentation en 

sélénium est souvent liées à la forme chimique des suppléments, à la dose administrée, à la 

forme galénique, au statut de l’individu en sélénium et en antioxydants et enfin à l’association 

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

 

IV. SELENIUM ET SANTE : UN LIEN AMBIVALENT 

La FIGURE 35 représente le rôle ambivalent du sélénium en fonction de sa concentration dans 

l’organisme. L’impact sur la santé humaine sera présenté en fonction d’une dose physiologique, d’une 

carence ou d’un sur dosage. 

 
Figure 35: modélisation de la réponse organique à 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 l’homme. (Duntas and Benvenga, 2015; Roman et 

al., 2014). Les effets bénéfiques du sélénium sont liés à ces divers rôles. 

1. ROLE ANTIOXYDANT  

Les sélénoprotéines jouent un rôle clé dans la protection des cellules et de leurs constituants 

contre l’attaque radicalaire, en préservant l’intégrité membranaire et en réduisant la probabilité 

de propagation de lésions oxydatives à des biomolécules telles que les lipides, les protéines et 

l’ADN (Labunskyy et al., 2014). Les glutathions peroxydases détoxifient les peroxydes 

d’hydrogène et hydroperoxydes organiques. Les thiorédoxines réductases jouent un rôle 

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, caroténoïdes, groupes 

thiols, polyphénols, Q10), l’équilibre intra et extracellulaire de la balance pro- et antioxydants. 

Comme nous l’avons vu plus haut l’équilibre pro/antioxydants est essentiel pour la cellule, 

particulièrement 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 l’inhibition du facteur de transcription pro-

inflammatoire NF-κB par la GPx3, ce qui entraine une répression de l’expression des gènes 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 rôle de modulateur de la réponse inflammatoire et immunitaire passe par l’action 

sur la phagocytose, aussi bien que par l’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 rôle dans la détoxification des cellules des xénobiotiques organiques ou des 



Introduction bibliographique  
Chapitre 3 – Le sélénium 

120 

métaux lourds (cadmium, mercure, plomb) (Eybl et al., 1969 ; Magos and Webb, 1980). Enfin, il 

semblerait que le sélénium module l’agrégation plaquettaire, car dans les cas de déficits en 

sélénium, on constate une production accrue de Thromboxane A2 et une synthèse diminuée de 

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

 

B. DEFICITS EN SE ET CONSEQUENCES CLINIQUES  

Des données récentes confirment le rôle 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 l’apparition de 

pathologies. Certains auteurs soulignent même qu’une carence modérée en sélénium pourrait 

accroître la sensibilité à diverses maladies. Les pathologies observées sont pour la plupart liées à 

une augmentation du stress oxydant et à 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 à 0,70 μmol/L indique 

un déficit, qui devient profond lorsque le taux est inférieur à 0,57 μmol/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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Carrence en
sélénium

Troubles musculaires

Inflammation

Maladies neurodégénératives

Cancers

Trouble du système 
thyroïdien

Maladies cardiovasculaires

Anomalies des
phanères

Infections
virales

Figure 36: représentation simplifiée des implications physiopathologiques du sélénium 

 

1. SELENIUM ET CANCERS  

La glutathion peroxydase protège les membranes cellulaires, les acides nucléiques et les 

protéines d’une façon 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 à 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 l’initiation et le 

développement tumoral. Tout d’abord, en amont de la formation de tumeur, il joue un rôle 

capital dans la prévention de l’apparition de mutations délétères de l’ADN grâce à ces 

propriétés anti-oxydantes via l’action des sélénoprotéines (Davis et al., 2012; Irons et al., 2006). 
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Dans un deuxième temps, par une action précoce sur les cellules cancéreuses il inhibe la 

croissance cellulaire avec un différentiel vis-à-vis des cellules normales ; il régule la 

différenciation, stimule le système immunitaire, et divers mécanismes anti radicalaires (Méplan 

and Hesketh, 2014). C’est pourquoi, le déficit en sélénium pourrait favoriser l’apparition de 

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

2. SELENIUM ET MALADIES CARDIOVASCULAIRES  

Sur le plan théorique, l’hypothèse de l’effet protecteur du sélénium contre les maladies 

cardiovasculaire est soutenue par la capacité des GPx à lutter contre l’oxydation des lipides et 

l’agrégation des plaquettes (Nève, 1996). 

Les premières observations ont rapportées l’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 à 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 

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

polyarthrite rhumatoïde.  

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 l'étude EVA, un statut 

sélénié adéquat apparaît être, un facteur de longévité (Arnaud et al., 2007). 
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Système immunitaire : Le sélénium agit via l’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 suggèrent qu’une carence 

modérée en sélénium s'accompagne d'une forte diminution de l'immunocompétence. Une 

carence en sélénium favoriserait ainsi la survenue, la virulence, ou la progression de 

certaines infections virales comme le virus de l’influenza de type A, virus de l’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 à une 

production importante de radicaux libres. La sélénémie serait même un puissant facteur 

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

 

C. SURCHARGE EN SELENIUM ET CONSEQUENCES CLINIQUES 

L’OMS considère 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 l’avons vu, un excès de sélénium induit notamment une déformation des ongles, 

une perte de cheveux et des lésions cutanées (Fan and Kizer, 1990), une détresse respiratoire, 

des troubles du système nerveux ainsi que des troubles gastro-intestinaux et hépatiques. Bien 

que le mécanisme exact de la toxicité du sélénium reste méconnu, deux hypothèses ont été 

formulées :  

- tout d’abord, une interférence avec le métabolisme des composés sulfurés : lors d’un 

excès de sélénium il y a inhibition des systèmes 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, l’âge et la longévité des 

populations (Akbaraly, 2005; Olivieri et al., 1994; Ray et al., 2006). Le sélénium plasmatique 

semble être un indicateur de longévité des populations et il existe une corrélation inverse entre 

la concentration plasmatique en sélénium et l’âge.  

Brièvement, 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 l’Italie (Olivieri et al., 1994). Les individus ont été classés en fonction de l’âge 

(20-39ans ; 40-59ans ; 60-75ans ; >75 ans), avec n=13-15 individus par sexe par classe d’âge. 

Différents paramètres 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 l’Italie, on observe une 

diminution linéaire de la teneur en sélénium et de l’activité de la GPX avec l’âge. 

Plus, récemment, une étude française menée sur 10 ans, l’étude EVA, a permis de suivre plus de 

1300 individus âgés de 59 à 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 à ceux de Ray en 2006 à 

Baltimore sur 632 femmes âgées 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 μmol/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 

que cet élément trace joue un rôle important dans le maintien de la santé chez les individus 

âgés, 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 l’état nutritionnel du 

donneur. 

Tableau 8 : données sur la teneur en sélénium cutané en μg/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 
de plus de 50 ans (n=17 épiderme ; n=36 

derme) 

Peau de 37 donneurs de plus de 
18 ans (provenant du sinus 

pilonidal de la région sacrée) 

Malgré les allégations « sélénite de sodium et protection de la peau » reconnues par l’EFSA 

(EFSA Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed (FEEDAP), 2016) et le 

rôle important des sélénoprotéines dans le développement cutané (Sengupta et al., 2010), très 

peu d’études ont vraiment évalué l’effet protecteur du sélénite de sodium sur le vieillissement 

chronologique de la peau humaine. Le TABLEAU 9 regroupe les principaux articles qui reflètent 

l’importance de l’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 à la peau, via les sélénoenzymes. Les kératinocytes expriment 10 à 

15 sélénoenzymes (Rafferty et al., 1998), cependant leurs rôles exacts dans la peau peu connu. 

Pour investiguer leurs rôles dans le développement et la fonction de la peau, Sengupta et al., 

ont développé un modèle murin où l’expression de sélénoenzymes à été spéficiquement 

inactivée dans les kératinocytes exprimants K14. Cela conduit à 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 l’épiderme (Sengupta et al., 2010). Il a aussi été observé 



Introduction bibliographique  
Chapitre 3 – Le sélénium 

126 

une surexpression de K6, kératine exprimé lors de la cicatrisation de l’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 modèle murin de Sengupta et al., l’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 l’influence 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 modèle de fibroblastes diploides humains 

WI38 dérivés de tissu pulmonaire embryonnaire afin d’étudier la senescence réplicative des 

cellules supplémentées ou non en sélénium. Différents paramètres ont été suivis tels que : 

l’accumulation de protéines oxydées, le racourcissement des télomères et l’augmentation du 

nombre de cellules SABG (senescence associated β 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’espèces réactives 

oxygénées ce qui créé des dommages oxidatifs et l’activation de l’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 façon très significatif par rapport à 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 l’entrée en 

sénescence cellulaire de fibroblastes via le maintien de la stabilité du génôme. En effet, Wu et 

al., ont montrés que la SelH jouait un rôle essentiel dans la protection de la cellule face à 

l’entrée en sénescence en réponse au stress oxydatif ou aux dommages de l’ADN via la 
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signalisation par p53 (Wu et al., 2014). Cette enzyme possède un domaine spécifique qui lui 

confère 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 à la 

limitation des espèces réactives oxygénées dans le noyau de la cellule et donc à l’accumulation 

de dommage oxydatif de l’ADN. Les dommages oxydatifs de l’ADN font partis des modifications 

observées dans le vieillissement cellulaire (Gladyshev, 2014), et en ce sens cette sélénoenzyme 

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

Après revue des données de la littérature, nous avons pu utiliser notre modèle de peau 

reconstruite sénescente pour évaluer l’effet du sélénium sur le vieillissement chronologique de 

la peau.  

Les résultats obtenus sont présentés CHAPITRE RESULTATS – ARTICLE N°2 

 



In
tr

od
uc

tio
n 

bi
bl

io
gr

ap
hi

qu
e 

 
 

 
 C

ha
pi

tr
e 

3 
– 

Le
 sé

lé
ni

um
  

12
8 

Ta
bl

ea
u 

9 
: B

ila
n 

de
s g

am
m

es
 d

e 
co

nc
en

tr
at

io
ns

 e
t f

or
m

es
 c

hi
m

iq
ue

s d
e 

sé
lé

ni
um

 a
in

si 
qu

e 
le

s m
od

èl
es

 c
el

lu
la

ire
s u

til
isé

s 

Ce
llu

le
s/

m
od

èl
e 

ut
ili

sé
 

Fo
rm

e 
ch

im
iq

ue
 

Co
nc

en
tr

at
io

ns
 

Co
nd

iti
on

s o
pé

ra
to

ire
s &

 ré
su

lta
ts

 
Ré

fé
re

nc
e 

Fi
br

ob
la

st
es

 
hu

m
ai

ns
 W

I-3
8 

Sé
lé

ni
te

 
de

 
so

di
um

 

4 
co

nd
iti

on
s:

  

 
Co

nt
rô

le
 : 

5-
15

 n
M

 

 
Dé

pl
ét

io
n 

: 3
 n

M
 

 
Su

pp
lé

m
en

ta
tio

n 
de

 
30

nM
 d

an
s 

co
nt

rô
le

 : 
45

 n
M

 

 
Dé

pl
ét

io
n 

+ 
Sé

lé
ni

um
: 3

0n
M

 

La
 su

pp
lé

m
en

ta
tio

n 
av

ec
 3

0n
M

 d
e 

sé
lé

ni
um

 p
er

m
et

 : 
- 

Re
ta

rd
e 

la
 s

én
es

ce
nc

e 
ré

pl
ic

at
iv

e 
de

s 
ce

llu
le

s 
W

i3
8 

(a
ug

m
en

ta
tio

n 
de

s 
do

ub
le

m
en

ts
 

de
 

po
pu

la
tio

n 
cu

m
ul

és
) 

 
- 

Di
m

in
ue

 l’
ex

pr
es

sio
n 

de
 m

ar
qu

eu
rs

 d
e 

sé
ne

sc
en

ce
 

(lo
ng

ue
ur

 d
es

 té
lo

m
èr

es
, S

AH
F 

et
 S

AB
G)

 

(L
eg

ra
in

 
et

 
al

.,  
20

14
) 

Ce
llu

le
s 

so
uc

he
s 

in
te

st
in

al
es

 d
an

s 
un

 
m

od
èl

e  
de

 
so

ur
is 

BA
LB

/c
 

Sé
lé

ni
te

 
de

 
so

di
um

 
4 

m
g/

kg
/jo

ur
 p

ar
 v

oi
e 

or
al

e 

Ac
tiv

at
io

n 
de

 
la

 
pr

ol
ifé

ra
tio

n 
de

s 
ce

llu
le

s 
so

uc
he

s 
in

te
st

in
al

es
 +

 a
ct

iv
at

io
n 

de
 m

ar
qu

eu
rs

 sp
éc

ifi
qu

es
 

Am
él

io
ra

tio
n 

de
 l

a 
ca

pa
ci

té
 d

es
 c

el
lu

le
s 

à 
la

 f
or

m
at

io
n 

d’
or

ga
no

ïd
es

 
Au

gm
en

ta
tio

n 
de

s 
ac

tiv
ité

s e
nz

ym
at

iq
ue

s 
de

 la
 G

PX
 e

t T
rx

R 
et

 d
on

c 
pr

ot
ec

tio
n 

co
nt

re
 le

 st
re

ss
 o

xy
da

nt
 

(C
he

n 
et

 a
l.,

 
20

16
)  

Li
gn

ée
 

de
 

m
él

an
om

e  
hu

m
ai

n 
Ké

ra
tin

oc
yt

es
 

et
 

m
él

an
oc

yt
es

 
no

rm
au

x 

Sé
lé

ni
te

 
de

 
so

di
um

 
0.

5 
– 

1 
– 

5 
– 

10
 μ

m
ol

/L
 

Su
rv

ie
 c

el
lu

la
ire

 : 
le

s 
de

ux
 c

om
po

sé
s 

ne
 s

on
t 

to
xi

qu
es

 
qu

’a
pr

ès
 7

2h
  d

’e
xp

os
iti

on
 

le
 sé

lé
ni

te
 d

e 
so

di
um

 à
 la

 p
lu

s f
ai

bl
e 

co
nc

en
tr

at
io

n 
ac

cé
lè

re
 

la
 p

ro
lif

ér
at

io
n 

de
s k

ér
at

in
oc

yt
es

 

(B
an

du
ra

 e
t 

al
.,  

20
05

) 
sé

lé
na

te
 

de
 

so
di

um
 

10
 –

 5
0 

– 
10

0 
– 

25
0 

– 
50

0 
μm

ol
/L

 



In
tr

od
uc

tio
n 

bi
bl

io
gr

ap
hi

qu
e 

 
 

 
 C

ha
pi

tr
e 

3 
– 

Le
 sé

lé
ni

um
  

12
9 

Fi
br

ob
la

st
es

 
pr

im
ai

re
s 

hu
m

ai
ns

 
pr

ov
en

an
t  

de
 

bi
op

sie
s  

cu
ta

né
es

 
de

 d
on

ne
ur

s 
je

un
es

 
ad

ul
te

s  

Sé
lé

ni
te

 
de

 
so

di
um

 

3 
co

nd
iti

on
s d

e 
m

ili
eu

 : 
-  

0.
59

 
± 

0.
06

 
μm

ol
/L

 
(m

ili
eu

 b
as

al
) 

-  
1.

25
 ±

 0
.1

1 
μm

ol
/L

 (
 à

 
la

 
co

nc
en

tr
at

io
n 

pl
as

m
at

iq
ue

) 
-  

3.
72

 ±
 0

.3
1 
μm

ol
/L

 (
 3

 
fo

is 
la

 
co

nc
en

tr
at

io
n 

pl
as

m
at

iq
ue

) 

Le
s 

fib
ro

bl
as

te
s 

sé
ne

sc
en

ts
 s

on
t 

pl
us

 r
és

ist
an

ts
 a

u 
st

re
ss

 
ox

yd
at

if  
lo

rs
qu

’il
s 

so
nt

 c
ul

tiv
és

 a
ve

c 
le

s 
m

ili
eu

x 
co

nt
en

an
t 

pl
us

 d
e 

sé
lé

ni
um

 
Ce

t 
ar

tic
le

 i
nd

iq
ue

 a
us

si 
qu

e 
le

 m
ili

eu
 d

e 
cu

ltu
re

 d
e 

fib
ro

bl
as

te
s  n

e 
co

nt
ie

nt
 p

as
 d

e 
sé

lé
ni

um
 e

t q
ue

 le
 sé

ru
m

 d
e 

ve
au

 a
jo

ut
é 

 n
e 

co
nt

ie
nt

 p
as

 a
ss

ez
 d

e 
sé

lé
ni

um
 p

ou
r 

un
e 

ac
tiv

ité
 a

nt
io

xy
da

nt
e 

op
tim

al
e.

 

(G
hn

ei
m

 
an

d 
Al

-
Sh

ei
kh

,  
20

11
) 

Li
gn

ée
s 

ce
llu

la
ire

s 
hu

m
ai

ne
s  :

 
fib

ro
bl

as
te

s 
pu

lm
on

ai
re

s,
 

ca
nc

er
 

ce
rv

ic
al

, 
ad

én
oc

ar
ci

no
m

e  
co

lo
re

ct
al

 

U
til

isa
tio

n 
de

 s
hA

RN
 p

ou
r 

ré
al

ise
r 

l’e
xt

in
ct

io
n 

de
 l’

ex
pr

es
sio

n 
de

 la
 sé

lé
no

pr
ot

éi
ne

 H
 

In
hi

bi
tio

n 
sé

vè
re

 d
e 

la
 p

ro
lif

ér
at

io
n,

 d
éb

ut
 p

ré
co

ce
 d

e 
la

 
sé

ne
sc

en
ce

 c
el

lu
la

ire
 e

t a
ug

m
en

ta
tio

n 
du

 st
re

ss
 o

xy
da

tif
. 

Rô
le

 p
ro

te
ct

eu
r 

de
 l

a 
sé

lé
no

pr
ot

éi
ne

 H
 c

on
tr

e 
le

 s
tr

es
s 

ox
yd

at
if  

ch
ro

ni
qu

e 
et

 
la

 
sé

ne
sc

en
ce

 
ré

pl
ic

at
iv

e 
de

s 
fib

ro
bl

as
te

s  p
ul

m
on

ai
re

s v
ia

 la
 m

ai
nt

en
an

ce
 d

u 
gé

no
m

e 

(W
u 

et
 

al
., 

20
14

)  

Ké
ra

tin
oc

yt
es

 
pr

im
ai

re
s 

de
 s

ou
ris

 
et

 m
od

èl
e 

de
 s

ou
ris

 
KO

 

In
ac

tiv
at

io
n 

st
ab

le
 

de
 

l’e
xp

re
ss

io
n 

de
s 

sé
lé

no
en

zy
m

es
 

da
ns

 
le

s 
ce

llu
le

s 
ex

pr
im

an
t 

sp
éc

ifi
qu

em
en

t  l
a 

ké
ra

tin
e 

14
 

Le
s s

ou
ris

 p
ré

se
nt

en
t u

n 
dé

ve
lo

pp
em

en
t c

ut
an

é 
an

or
m

al
 e

t 
un

e  
m

or
t 

pr
ém

at
ur

ée
. D

’u
n 

po
in

t 
de

 v
ue

 h
ist

ol
og

iq
ue

, 
la

 
pe

au
 p

ré
se

nt
e 

de
s 

dé
fa

ut
s 

de
 d

iff
ér

en
ci

at
io

n 
te

rm
in

al
e 

m
ai

s  
au

ss
i d

es
 d

ét
ac

he
m

en
ts

 d
e 

l’é
pi

de
rm

e 
au

 n
iv

ea
u 

de
 la

 
jo

nc
tio

n  
de

rm
o-

ép
id

er
m

iq
ue

. L
es

 k
ér

at
in

oc
yt

es
 e

xt
ra

its
 d

e 
ce

s  
pe

au
x 

de
 s

ou
ris

 p
ré

se
nt

en
t 

de
s 

dé
fa

ut
s 

d’
ex

pr
es

sio
n 

de
s  

pr
ot

éi
ne

s 
d’

ad
hé

sio
n 

ai
ns

i 
qu

’u
ne

 a
cc

um
ul

at
io

n 
de

 
ER

O
. 

(S
en

gu
pt

a 
et

 a
l.,

 2
01

0)
 



In
tr

od
uc

tio
n 

bi
bl

io
gr

ap
hi

qu
e 

 
 

 
 C

ha
pi

tr
e 

3 
– 

Le
 sé

lé
ni

um
  

13
0 

Ce
llu

le
s 

ad
ré

no
co

rt
ic

al
es

 
bo

vi
ne

s 

Sé
lé

ni
te

 
de

 
so

di
um

 
20

 n
M

 

U
til

isa
tio

n 
de

s 
ce

llu
le

s 
bo

vi
ne

s 
co

m
m

e 
m

od
èl

e 
de

 
sé

ne
sc

en
ce

 ré
pl

ic
at

iv
e 

 
En

 p
ré

se
nc

e 
de

 s
él

én
iu

m
 d

an
s 

le
 m

ili
eu

 d
e 

cu
ltu

re
 d

ès
 le

 
dé

bu
t  

de
s 

cu
ltu

re
s, 

il 
es

t 
po

ss
ib

le
 d

e 
ré

al
ise

r 
4 

pa
ss

ag
es

 
su

pp
lé

m
en

ta
ire

s,
 

so
it 

un
e 

lé
gè

re
 

am
él

io
ra

tio
n 

de
 

la
 

sé
ne

sc
en

ce
 ré

pl
ic

at
iv

e 
L’

au
gm

en
ta

tio
n 

du
 p

ot
en

tie
l c

lo
no

gé
ni

qu
e 

en
 p

ré
se

nc
e 

de
 

sé
lé

ni
um

 e
st

 li
ée

 à
 la

 p
ré

ve
nt

io
n 

de
 la

 m
or

t 
ce

llu
la

ire
 q

ui
 

ré
su

lte
 d

’u
n 

fa
ib

le
 n

iv
ea

u 
de

 t
ox

ic
ité

 l
ié

 a
u 

pe
ro

xy
de

 e
n 

co
nd

iti
on

 d
e 

cu
ltu

re
 d

ite
 «

 c
lo

na
le

 »
. 

(H
or

ns
by

 
an

d 
Ha

rr
is,

 
19

87
)  

M
él

an
oc

yt
es

 
pr

im
ai

re
s  

Ké
ra

tin
oc

yt
es

 
pr

im
ai

re
s 

Ha
ca

t 

Sé
lé

ni
te

 so
di

um
 

1 
à 

20
0n

M
 (1

0n
M

) 
Sé

lé
ni

te
 d

e 
so

di
um

 p
lu

s t
ox

iq
ue

 q
ue

 la
 sé

lé
no

m
ét

hi
on

in
e 

Sé
lé

ni
te

 d
e 

so
di

um
 p

lu
s e

ffi
ca

ce
 e

n 
ag

en
t p

ro
te

ct
eu

r c
on

tr
e 

le
s  U

VB
 ; 

la
 d

os
e 

op
tim

al
e 

ét
an

t d
e 

10
 n

M
 

(R
af

fe
rt

y 
et

 
al

.,  
19

98
) 

Sé
lé

no
m

ét
hi

on
i

ne
  

10
 n

M
 à

 1
 

M
 (5

0-
10

0n
M

) 

Fi
br

ob
la

st
es

 
hu

m
ai

ns
 

sé
lé

ni
te

 
de

 
so

di
um

  
0-

5μ
M

 

Su
r 

le
s 

fib
ro

bl
as

te
s,

 s
él

én
ite

 d
e 

so
di

um
 p

lu
s 

to
xi

qu
e 

qu
e 

la
 

sé
lé

no
m

ét
hi

on
in

e.
 

A 
de

s d
os

es
 in

fé
rie

ur
es

 à
 1
μM

 (d
os

e 
m

ax
im

al
e 

no
n 

to
xi

qu
e)

 
le

 s
él

én
ite

 d
e 

so
di

um
 in

du
it 

l’a
ct

iv
ité

 d
e 

la
 G

PX
1 

et
 d

e 
la

 
Se

lW
1,

 c
e 

qu
i p

ro
uv

e 
so

n 
ac

tio
n 

an
ti 

ox
yd

an
te

. 

(H
az

an
e-

Pu
ch

 e
t 

al
., 

20
14

)  

 



Objectifs 

131 

 

 

 

 

 

 

OBJECTIFS 
 

 

  



Objectifs 

132 

Les objectifs de mon travail de thèse ont été variés, mais toujours en utilisant des modèles de 

de peau reconstruite pour en comprendre son vieillissement, et ont permis d’aboutir à 3 parties 

qui seront présentées comme suit : 

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

l’épiderme à partir du modèle de peau reconstruite sénescente. L’objectif de ce projet était 

d’identifier un ou plusieurs microARN spécifiquement liés à l’âge. Les microARNs sont des ARN 

non codants et sont reconnus pour jouer un rôle clé dans la régulation de l'homéostasie 

épidermique (Banerjee et al., 2011). Un criblage haut débit a été réalisé sur des kératinocytes 

primaires humains de sujets jeunes ou âgés. 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 à ce travail via la production des peaux reconstruites sénescentes, et j’ai choisi 

d’inclure cet article dans mon manuscrit de thèse afin de présenter un exemple d’utilisation des 

modèles 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, Jérôme Lamartine. Article publié dans Aging 

Le deuxième chapitre concerne l’analyse de l’efficacité « anti-âge » du sélénium sous la forme 

sélénite de sodium Oligsol fournit par LABCATAL.  

L’objectif de cette étude est d'évaluer l'effet d’une supplémentation en sélénium sur le 

vieillissement de la peau, en particulier sur les kératinocytes, principales cellules de l'épiderme. 

Le sélénium, co facteur des sélénoenzymes possède 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’à la sénéscence réplicative ainsi que le 

modèle 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 Rachidi.  

La troisième partie présente des résultats préliminaires sur le développement et la 

caractérisation d’un modèle de peau reconstruite préparé avec les fibroblastes provenant d’un 

donneur unique et particulièrement sur l’analyse du tissu élastique. 

La mise à disposition de fibroblastes provenant d’un même donneur à différents âge de sa vie 

(entre 36 et 72 ans) nous a permis de mettre en place un modèle unique de peau reconstruite 

permettant de se dédouaner de l’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 particulièrement aux techniques d’imagerie et d’analyse 

quantitative ou semi quantitative qui m’ont permis d’extraire des données chiffrées de mes 

images. Chaque partie de résultat pourra être 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 auprès du Centre de Ressources Biologiques de la BTC/HCL 

conformément à la réglementation française (autorisation DC n°2008162) incluant le 

consentement du patient. 

L’utilisation de cellules d’autre provenance sera précisé et suivra les mêmes règles de culture. 

A. MILIEUX DE CULTURE 

- Milieu de culture des fibroblastes = MCF 

Composants Concentrations 

DMEM/Glutamax qsp 

Sérum de veau 10 % 

Pénicilline 100 UI/mL 

Gentamycine 20 μg/mL 

Amphotéricine B 1 μg/mL 

- Milieu de culture de kératinocytes = MCK 

Composants Concentrations 

DMEM/Glutamax qsp 

Ham f12 qsp 

Sérum de veau fœtal 10 % 

Hydrocortisone 0,4 μg/ml 

Umuline 0,12 UI/ml 

Isuprel 0,4 μg/ml 

Adénine 24,3 μg/ml 

Tri iodo thyronine 2 nM 

EGF (extemporanément) 10 ng/ml 

Amphotéricine B 1 μg/ml 

Pénicilline 100 UI/ml 

Gentamycine 20 μg/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 qsp 

HAM F12 qsp 

BSA 8 mg/ml 

Hydrocortisone 0,4 μg/ml 

Umuline 0,12 UI/ml 

Amphotéricine B 1 μg/ml 

Pénicilline 100 UI/ml 

Gentamycine 20 μg/ml 

Vitamine C 50 μg/ml 

 

B. EXTRACTION DES CELLULES 

La peau décontaminée dans du DMEM supplémenté en antibiotiques (pénicilline à 500 UI/ml, 

Amphotéricine B à 4μg/ml, Gentamycine 50μg/ml) est découpée en fines bandelettes et 

incubée dans de la dispase (Sigma, St Quentin Fallavier, France) pendant 3h à 37°C, enzyme qui 

va permettre la séparation dermo-épidermique. 

FIBROBLASTES : Les morceaux de derme obtenus sont traités à collagénase (Roche, Indianapolis, 

USA) à 0,5 mg/ml, sous agitation, pendant 4 à 6 heures à 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) à 37°C pendant 15 minutes. Après agitation douce par aspiration refoulement, la 

suspension cellulaire est filtrée. 

Les cellules sont comptées sur une cellule de Malassez après coloration au bleu de trypan, 

colorant vital, qui permet de différencier les cellules vivantes des cellules mortes. 
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A l’extraction, les kératinocytes et fibroblastes sont ensemencés à la densité de 20 000 à 40 000 

cellules/cm². 

C. CULTURE EN MONOCOUCHES 

Les FIBROBLASTES, ensemencés à 8 – 10 000 cellules/cm², sont cultivés dans du MCF à 37°C en 

atmosphère humide avec 5% de CO2 jusqu’à confluence ou pendant 7jours.  

Les KERATINOCYTES ensemencés à 8 – 10 000 cellules/cm², sont cultivés jusqu’à pré-confluence 

dans du MCK à 37°C en atmosphère humide avec 5% de CO2 sur couche nourricière de 

fibroblastes irradiés à 60 gray et préalablement ensemencée à 4 000 cellules/cm2.  

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 à 0,05% jusqu’à complète 

dissociation et réensemencées pour être 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 à densité clonale (10 et 20 cellules/cm²). Après 10 et 15 

jours de culture selon la taille des colonies, les cellules sont fixées au paraformaldéhyde à 4% et 

colorées à 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 : 

 

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 être calculé sur les cellules lors de culture à 

densité clonale ou à densité usuelle. 
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Avec PD=LN(N/N0)/LN(2) (N=nombre de cellules récoltées et N0=nombre de cellules 

ensemencées) ou PD=LN(Nombres de cellules/nombre de clones)/LN(2) (pour un 

ensemencement à densité clonale). 

 

E. MODELES DE CULTURE EN 3D 

Deux modèles de PR ont été utilisés dans ce document: avec et sans substrat dermique. Quel 

que soit le modèle de culture 3D, la préparation se fait selon les mêmes séquences et la même 

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

 
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 à base de collagène bovin de type I et III (72%), de glycosaminoglycanes (8%) 

réticulés par du chitosan (20%) et lyophilisé. Il sert de support à la reconstruction du derme 

équivalent après ensemencement des fibroblastes à la densité de 250 000 cellules/cm² dans du 

MCDE. Il est cultivé durant 21 jours avec ajout dès le premier changement de milieu de l’EGF et 

de la vitamine C extemporanément. Les milieux sont changés chaque jour y compris le samedi 

et le dimanche. 

Après 21 jours de culture, les kératinocytes sont ensemencés à la surface du derme équivalent à 

la densité de 250 000 cellules/cm², et cultivé 1 semaine supplémentaire en MCPR avant d’être 

émergé. L’élévation à 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’à l’arrêt des cultures où 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 μm d’un insert. 

Toutes les étapes de cultures sont les mêmes, mais la densité est de 40 000 cellules/cm2, pour 

les fibroblastes comme pour les kératinocytes 

 

Quel que soit le modèle, 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 l’immuno-histologie sont réalisés sur les peaux reconstruites après arrêt des 

cultures et fixation des échantillons en paraformaldéhyde à 4% (PFA) ou congélation puis 

inclusion en Tissu Teck (OCT). Les échantillons fixés à la PFA subissent un cycle de 

déshydratation pour être inclus en paraffine.  

Les coupes de 5μm d’épaisseur sont déposées sur les lames SUPER FROST ULTRA PLUS. La 

coloration à l’Hématoxyline-Phloxyne-Safran (HPS) réalisée sur les coupes paraffines par le 

laboratoire d’Anatomo-Pathologie des Hospices Civils de Lyon permet d’observer la 

morphologie générale des échantillons. 

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

spécificité de l’anticorps (TABLEAU 10). 

Pour les coupes paraffine:  

La première étape consiste à déparaffiner les coupes grâce à 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 à l’eau 

courante. Un démasquage des sites antigéniques est suivi d’un traitement à l’eau oxygénée 

pour inhiber l’action des peroxydases endogènes. Les coupes sont alors incubées dans une 

solution de saturation composée de PBS-BSA à 4%. Puis, l’anticorps primaire est appliqué 1h à 

température ambiante ou O/N à 4°C. Après 3 rinçages, l’anticorps secondaire correspondant est 

incubé pendant 45 min à température ambiante. Pour une révélation en fluorescence, 

l’anticorps secondaire est couplé à un fluorochrome et les noyaux sont colorés avec un 

intercalant de l’ADN (Hoechst 33342 ThermoFisher Scientifique). Dans le cas d’une révélation 

dans le visible par histochimie, l’anticorps secondaire couplé à une péroxydase chromophore 

(Envision, Dakocytomation, Glostrup, Denmark), la revelation est réalisée par l’ajout du substrat 

3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB), puis le reste du tissu est contre-coloré avec de 

l’hématoxyline de Harris. Enfin, le montage des coupes entre lame et lamelle est réalisé à l’aide 

d’un milieu de montage aqueux (Dako Faramount Aqueous Mounting Medium) ou spécifique 

pour la fluorescence. 
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Pour les coupes congelées :  

Après séchage des lames à l’air, les coupes sont fixées par de l’acétone, du méthanol ou de 

l’éthanol glacial durant 10 min puis rincées. Comme précédemment, elles sont incubées dans 

une solution de saturation composée de PBS-BSA à 4%. Puis, l’anticorps primaire est appliqué 

1h à température ambiante ou O/N à 4°C. Après 3 rinçages, l’anticorps secondaire 

correspondant est incubé pendant 45 min à température ambiante. La révélation se fait 

uniquement en fluorescence. 

Après séchage des lames à plat, les images sont réalisées à l’aide d’un microscope optique 

ECLIPSE 50i (Nikon) ou via un microscope confocal Zeiss LSM 510. 
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Tableau 10 : synthèse 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 

αSMA Novotec Αsm-1 - Monoclonal souris paraffine 1/1000 

Collagène I Novotec Polyclonal lapin OCT 1/500 

Collagène de type III 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 β1 Santa Cruz P5D2 – Monoclonal souris OCT 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 OCT 1/100 

Loricrine Abcam Monoclonal lapin Paraffine  1/500 

Lysyl oxidase Lox Abcam PHD1 OCT 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 être analysées des images de microscopie, j’ai 

choisi d’introduire un rappel sur la composition d’une image numérique et les informations  

susceptibles d’être 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 façon 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 façon 

simplifiée pour le codage 1 bit, deux valeurs sont possibles 0 (noir) ou 1 (blanc). Pour un codage 

8 bits, il y a 28 valeurs possibles en niveau de gris soit 256 (FIGURE 38). Par convention, le 0 

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

 

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

Ainsi un codage 16 bits permet 65 536 (=216) niveaux de gris et un codage 32 bits permet 4 294 

967 296  (= 232) niveaux de gris. Une image aura donc une plus grande résolution si elle est 

codée en 32 bits plutôt qu’en 8 bits. Cependant l’œil n’est pas capable de distinguer plus de 100 

nuances de gris. La FIGURE 39 représente 3 images différentes de même taille en termes de 

pixels représentées par un dégradé de pixels de la valeur la plus faible à la valeur la plus haute. 

Chaque image est de résolution différente de 32 à 8 bits et donc de taille en octet décroissante. 

Pour autant, à l’œil les 3 images sont identiques.  
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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 

l’espace colorimétrique rouge-vert-bleu (RVB ou RGB en anglais). Le principe est une synthèse 

additive des couleurs pour obtenir un mélange des 3 composantes rouge vert ou bleu par une 

valeur allant de 0 à 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 même 

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

 

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

colorimétriques 



Matériel et méthodes  

145 

Les images sous ce format sont très lourdes, ce qui nécessite donc un grand volume de 

stockage. Pour éviter ce problème, les images sont stockées sous format bits. Il est alors 

possible d’appliquer à 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 à cette même 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 à façon. Il faut retenir que l’attribution d’une LUT à 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 l’œil 

humain est plus sensible à certaines longueurs d’ondes (de 500nm correspondant au turquoise 

à 650nm correspondant à l’orange), la coloration par une LUT peut rendre accessible à l’œil 

certaines informations plus difficilement perceptibles en nuances de gris. 

 

 
Figure 41: exemple de LUT appliquées à 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 être colorisés pour 

l’illustration selon les « conventions » scientifiques ou pour mettre en évidence certains détails 

de l’image.  

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

niveau de gris correspondant aux différents canaux, compilés et colorisés pour donner l’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 l’analyse. 

Tous les processus présentés ci-après doivent :  

- Ne pas dénaturer les valeurs de pixels de l’image initiale 

- Permettre de mettre en évidence le paramètre qui sera quantifié  

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

d’image. 

 

Pour la quasi-totalité des analyses, les images ont besoin d’être 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 critères à 

façon 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’intérêt du reste de l’image. 

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

spécifique au marquage et d’éliminer ceux correspondants à de l’auto-fluorescence ou à du 

bruit du fond. 

Ces deux étapes critiques appliquées à toutes les images d’une même série de façon 

rigoureusement identique sont indispensables à la qualité de l’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 

 Sélection à façon : cet outil permet de créer une sélection de la forme souhaitée à l’aide 
d’un pointeur de diamètre 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 l’image des maximas c’est-à-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 même endroit 
de l’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 après 
application du seuil, par exemple des noyaux. 

 Measure : réalise la mesure en fonction des cases cochées dans « set measurements » 

 Set measurements : fenêtre permettant de choisir les paramètres qui vont être 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 « RawIntDen » : somme des valeurs de chaque pixel dans l'image ou la sélection 

 

Le TABLEAU 11 récapitule le type de mesure, l’utilisation d’un seuil ou d’un normalisateur pour 

les différentes analyses réalisées sur les images de microscopie.   



Matériel et méthodes  

149 

Tableau 11 : récapitulatif des anticorps et des paramètres analysés pour la quantification des 

expressions protéiques (Surface exprimée en pixel ou μm²) 

Paramètre analysé Type de mesure Seuil Normalisateur Unité d’expression 

Epaisseur épiderme 
vivant 

Mesure de longueur Non NA μm 

Epaisseur de derme Mesure de longueur Non NA μm 

Nombre de cellules 
exprimant Ki67 

Comptage des cellules Non NA Nombre de cellules 

Nombre de cellules 
exprimant p16INK4A 

Comptage des cellules Non NA Nombre de cellules 

Intégrine a6 Integrated density Oui Longueur JDE Unité Relative (UR) 

Intégrine b1 Integrated density Oui Longueur JDE UR 

Cytokératine 15 Integrated density Oui Longueur JDE UR 

Filaggrine Surface Oui 
Surface épiderme 

vivant 
Pourcentage de 

surface 

Loricrine Surface Oui 
Surface épiderme 

vivant 
Pourcentage de 

surface 

Collagène de type I Surface Oui 
Nombre de noyaux 

ou surface 
Surface en μm/noyau 

ou UR 

Collagène de type III Surface Oui 
Nombre de noyaux 

ou surface 
Surface en μm/noyau 

ou UR 

Elastine Surface Oui 
Nombre de noyaux 

ou surface 
Surface en μm/noyau 

ou UR 

Fibrilline Surface oui 
Nombre de noyaux 

ou surface 
Surface en μm/noyau 

ou UR 

Lysyl oxidase Surface oui 
Nombre de noyaux 

ou surface 
Surface en μm/noyau 

ou UR 

LTBP1 Surface oui 
Nombre de noyaux 

ou surface 
Surface en μm/noyau 

ou UR 

αSMA 
Nombre de cellules 

positives 
Non Nombre de noyaux  

Pourcentage de cellule 
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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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 âgés. Grâce à la collaboration avec l’équipe du Professeur Lamartine, j’ai 

participé au projet en produisant les peaux reconstruites sénescentes, qui ont permis à 

Charlotte Muther, doctorante, de réaliser l’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 modèle de 

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

Pour confirmer l’impact de miR-30a sur le vieillissement, des épidermes 3-D ont été préparés 

avec des kératinocytes le sur-exprimant de façon stable, après transfection avec un gène 

rapporteur inductible, tout en contrôlant la différenciation terminale (marquage des protéines 

de différenciation terminale), la fonction barrière (mesure de la perte insensible en eau) et 

l’apoptose (test tunnel). Enfin, pour aborder le mécanisme d’action de ce miR-30a, ses gènes 

cibles ont été recherchés. La séquence du miR-30a a été retrouvée par alignement sur plusieurs 

gènes cibles de l’épiderme tels que les gènes 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 à l’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 barrière et iii) l’augmentation du nombre de cellules apoptotiques. Toutes ces 

perturbations correspondent à celles décrites lors du vieillissement cutané. Ce miR-30a pourrait 

être une cible pour le développement de nouvelles stratégies anti-âge focalisées sur l’épiderme. 

Ainsi, l’utilisation du modèle de peaux reconstruites sénescentes associés à l’utilisation des 

techniques et données récentes de la biologie moléculaire permettent d’approfondir la 

connaissance du vieillissement cutané et spécifiquement içi de l’épiderme. 
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ETUDE DE L’EFFICACITE « ANTI-AGE » DU 
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Ce projet, financé par Labcatal, fait suite à la collaboration préalable avec le CEA de Grenoble. 

L’objectif était d’évaluer l’effet photoprotecteur d’un apport sélénié (sous forme de Sélénite de 

Sodium Oligosol) sur des kératinocytes primaires issus des peaux normales jeunes et âgées. 

L’utilisation d’outils innovants (puces à 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 l’ADN pour les kératinocytes 

jeunes ; ii) l’effet protecteur du sélénite de sodium contre les UVA, rayonnements responsables 

du photovieillissement, est dose et âge dépendant (30nM nécessaire pour protéger les 

kératinocytes jeunes par rapport à 240nM pour les kératinocytes âgés).  

Il nous a été demandé de démontrer si l’effet protecteur du sélénium sur le photovieillissement 

était transposable au vieillissement chronologique en utilisant des modèles de peaux 

reconstruites in vitro, modèle plus proche de la peau native. 

Dans ce contexte, après 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 l’épiderme, et enfin de retarder leur entrée en sénescence réplicative. 

Sur les peaux reconstruites, le sélénium permet de préserver l’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 à une 

diminution de moitié du nombre de cellules sénescentes exprimant p16INK4a. 

Grâce à 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 grâce à une meilleure adhésion des kératinocytes à la lame basale par 

enrichissement des intégrines α6 et β1. 

Nos résultats ouvrent des perspectives pour Labcatal quant à l’utilisation du sélénium, sous sa 

forme sélénite de sodium, pour ses vertus anti sénescence de l’épiderme cutané. 
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La FIGURE 44 résume les différentes étapes du protocole qui ont permis à aboutir d’une part à la 

sélection de la concentration idéale de sélénium pour les cellules cutanées, dans nos conditions 

de culture, et d’autre part à l’analyse du mécanisme d’action du sélénium sur des cellules en 

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

 
Figure 43: schéma récapitulatif des étapes nécessaire à l’analyse de l’impact du sélénium sur les cellules 

souches cutanées 

I. 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 à 

la quantité de cellules vivantes. Le précipité violet est alors dissout par de l’isopropanol acidifié 

ou du DMSO suivi d’un dosage spectrophotométrique de la densité optique (DO) à 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 contrôle correspondant à 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 à 

densité usuelle, sont à 50-60% de confluence. La viabilité cellulaire est évaluée après 72h 

d’incubation suivant l’ajout de sélénium. Pour cela, on ajoute dans chaque puit 200μL de 

solution de MTT préparée extemporanément à une concentration de 5 mg/mL. Les plaques sont 

incubées 2 à 3h à 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 prélèvements de 150 μL pour chaque condition 

sont transférés dans une plaque 96 puits pour permettre la lecture de l’absorbance à 560 nm.  

 

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

Le test clonogénique nous permet içi de tester l’influence des concentrations de sélénium 

durant une exposition plus longue (10 à 14jours) et sur des kératinocytes ensemencés à densité 

clonale. Le sélénium aux concentrations choisies dilué extemporanément dans le milieu de 

culture des kératinocytes est ajouté dès le premier changement de milieu et jusqu’à l’arrêt des 

cultures. Les kératinocytes proviennent de donneurs différents et donc d’âges variés mais ils ont 

été utilisés au même passage.  
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II. 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’à 60 

jours afin de mimer la sénescence selon la FIGURE 45. 

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

temps de récolte des échantillons 

 

Deux populations de peaux ont été séparées au passage à l’interface air/liquide : 

- Les peaux contrôles 

- Les peaux supplémentées avec 30nM de sélénium à chaque changement de milieu 

jusqu’à inclusion des échantillons à J45 et J60 correspondant à 17 jours et 32 jours de 

supplémentation respectivement.  
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III. INFLUENCE DE LA SUPPLEMENTATION A 30NM DE 

SELENIUM SUR LA SENESCENCE REPLICATIVE DE 

KERATINOCYTES PRIMAIRES 

Pour l'analyse de la sénescence réplicative, les cellules de chaque donneur ont été séparées en 

deux groupes dès l’extraction: un groupe qui sera supplémenté tout au long de la culture et un 

groupe contrôle. La supplémentation est réalisée dès l’ensemencement des kératinocytes à 

l’extraction, via les couches nourricières 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 à chaque passage pour chaque 

population cellulaire, et pour 3 donneurs différents. 

 

En parallèle et à 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 (2μg/ml), par le collagène IV (10μg/ml) ou par la poly-D-lysine. Après saturation 

des puits avec de la BSA à 1%, les cellules sont détachées et ensemencées à 30 000 cellules/puit 

en milieu sans sérum contenant ou non 30 nM de sélénium. Après une incubation de 30 min à 

1h, les cellules non adhérentes sont lavées au PBS 1X et la mesure de l’adhésion est évaluée 

après fixation des cellules et coloration au cristal violet à 0.1%. L’absorbance est lue par 

spectrophotométrie à 570 nm  

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

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

primaires supplémentés ou non à 30 nM de sélénium  
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IV. PRESENTATION DES RESULTATS  
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Nos résultats montrent que nous avons satisfait aux différents objectifs que nous nous étions 

fixés à savoir que les modèles 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 à partir de cellules jeunes et en suivant leur évolution au cours d’une cinétique 

longue. Avec le même modèle de PR sénescentes, nous avons démontré que le sélénium avait 

une action « anti vieillissement », mais pas par une action antioxydante, hypothèse de départ, 

mais par une meilleure adhésion des kératinocytes souches de l’épiderme au derme via les 

intégrines β1 et α6 (Jobeili et al., 2017). Enfin, grâce à la mise à disposition de fibroblastes 

provenant d’un donneur unique extraits à partir de biopsies de peau prélevées à différents âges 

de sa vie, 36 et 72 ans, nous avons comparé des PR jeunes et âgées pour investiguer la structure 

du derme, et particulièrement le tissu élastique, en nous affranchissant des variations 

interindividuelles.  

Depuis 1989, notre laboratoire développe des modèles de peau reconstruite (Shahabeddin et 

al., 1990) qui sont allés jusqu’à la création d’un modèle mimant le vieillissement (Dos Santos et 

al., 2015). Nous avons utilisé ici, les modèles i) avec et sans support, ii) avec des cellules jeunes 

en suivant l’évolution de différents paramètres au cours d’une cinétique longue et iii) enfin un 

modèle comparatif de peaux préparées avec des cellules de donneurs jeunes ou âgés. Des 

épidermes reconstruits ont aussi été développés par Charlotte Muther et sont complémentaires 

des peaux reconstruites. Même s’ils s’affranchissent des interactions derme-épiderme, ils nous 

ont permis de compléter les recherches sur le rôle des microARNs de l’épiderme au cours du 

vieillissement. 

Les microARNs sont de petits ARNs non codants connus pour jouer un rôle clé dans la régulation 

de nombreux processus biologiques, dont l’homéostasie de l’épiderme. Dans un premier temps, 

l’équipe du Professeur Jérôme Lamartine suite à un criblage d’expression des microARNs dans 

des kératinocytes monocouche issus de tissus jeunes versus âgés, 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 âgée. 
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Pour confirmer ces résultats, une étude approfondie du miR-30a a été réalisée avec différents 

modèles 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 possède des rôles différents selon le type de cancer: oncogène ou onco-

suppresseur (Yang et al., 2017); en physiologie, il joue un rôle 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 l’expression de miR-30a dans les fibroblastes humains 

néonataux réprime l’expression de B-Myb, conduisant à l’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 âgés) que la collaboration avec l’équipe du professeur Jérôme Lamartine a 

été initiée. Nous avons préparé des PR à partir de cellules jeunes selon modèle de vieillissement 

afin de valider les marqueurs microARN. Les échantillons ont été récoltés 6 fois entre J35 et 

J100, ce dernier temps étant celui où la senescence suivie par l’analyse histologique est 

maximale. Les signes de sénescence observables dans ce modèle sont la diminution de 

l’épaisseur de l’épiderme lié à une diminution des cellules prolifératives ainsi qu’à une 

augmentation du nombre de cellules exprimant p16INK4a, marqueur de sénescence ; 

accompagnée d’une diminution des marqueurs de différenciation terminale tels que 

l’involucrine et la loricine (Dos Santos et al., 2015). Nos résultats montrent qu’à J100 

l'expression du miR-30a apparait significativement augmentée d’environ 2.5 à 3 fois par rapport 

à J35.  

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 façon stable via un gène rapporteur 

inductible, montrant une diminution d’expression de la cytokératine 1, la loricrine et 

l’involucrine. Cette altération de la différentiation s’accompagne de graves défauts de la 

fonction barrière et de l’augmentation du nombre de cellules apoptotiques (visibles après un 

test TUNEL mettant en évidence la fragmentation de l’ADN). Ces travaux montrent pour la 
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première 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 

gènes cibles ont été recherchés. Les microARNs sont connus pour être des régulateurs de 

l’expression génique de par leur séquence courte, qui peut être retrouvée dans la région 3’-UTR 

des gènes. En s’appariant à l’ARNm de son gène cible le microARN empêche sa traduction et 

entraine sa dégradation. Par l’alignement de la séquence du miR-30a, elle a été retrouvée sur 

plusieurs gènes cibles de l’épiderme tels que les gènes 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 gène 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 où elle 

régule la différenciation de l’épiderme. En effet, il a été démontré que l'inhibition des LOX altère 

fortement la différenciation terminale dans un modèle d'épiderme reconstruit (Le Provost et al., 

2010), perturbation similaire à celle observée lors de la surexpression du miR-30a. On peut donc 

supposer que l'effet délétère de miR-30a sur la différenciation épidermique pourrait être lié en 

partie à l’inhibition des LOX.  

Concernant le gène AVEN, codant pour un inhibiteur de caspase, il joue un rôle anti-apoptotique 

en interagissant avec Bcl-XL et Apaf-1. Dans une peau humaine native, le vieillissement 

s’accompagne d’une diminution de l’expression de AVEN dans l’épiderme (Muther et al., 2017). 

Dans le modèle d’épiderme reconstruit à partir de kératinocytes jeunes sur-exprimant le miR-

30a, une diminution de l’expression de AVEN a été montrée, et s’accompagne de la présence de 

très nombreuses cellules apoptotiques. Ces résultats suggèrent que la répression de AVEN par 

miR-30a est directement impliquée dans l’entrée en apoptose des kératinocytes. Dans les peaux 

reconstruites sénescentes, on observe une augmentation de l’expression de miR-30a mais aussi 

une augmentation du nombre de kératinocytes sénescents, suivie de l’expression de p16INK4a 

(Ressler et al., 2006; Waaijer et al., 2012).  

Enfin, le gène IDH1 codant pour une enzyme impliquée dans le métabolisme cellulaire a un rôle 

moins évident. IDH1 semble jouer un rôle 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 l’équipe 

du Professeur Jérôme Lamartine montrent aussi que IDH1 est très fortement réprimé non 

seulement au niveau de l’épiderme d’une peau native de donneur âgé mais aussi dans les 

kératinocytes en monocouche d’individus âgés (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 l'épiderme « âgé » pourrait donc contribuer à 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 à l’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 l’épiderme (absence d’expression 

de la loricine et de l’involucrine) accompagnée de la perte de la fonction barrière 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-âge focalisées sur l’épiderme. 

Pour investiguer le vieillissement de la partie dermique, le modèle sur support poreux n’a pu 

être utilisé pour préparer les peaux reconstruites avec les fibroblastes adultes et âgés provenant 

d’un même 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 plutôt qu’en surface. Les 

fibroblastes du même 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 très prolifératifs 

ne synthétisent pas suffisamment de MEC dans ces conditions de culture. C’est pourquoi, nous 

avons utilisé le modèle sans support, nommé auto-assemblé, dans lequel les fibroblastes sont 

maintenus en feuillet grâce à 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 modèle de 

feuillet est plus fin et fragile que le substrat dermique usuel et donc plus difficile à manipuler 

mais il s’est imposé comme le seul modèle utilisable pour cette étude comparative. En ce qui 
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concerne les âges testés, nous avons pu approcher réellement l’effet du vieillissement 

chronologique puisque les fibroblastes ont été prélevés entre 36 ans (adulte jeune) et 72ans 

(adulte âgé). En effet, avant la maturité, l’élastogénèse est encore active et après 25 ans environ 

le tissu élastique mature ne se renouvelle que très peu (Frances and Robert, 1984; Sherratt, 

2009; Wagenseil and Mecham, 2007). Dans ces conditions, nous avons démontré une 

diminution drastique de l’épaisseur du derme avec l’âge des fibroblastes, et ce dès la 

reconstruction du derme seul (***, 140μm pour les PR « âgées » versus 340μm pour les PR 

« jeunes »). Après ensemencement des kératinocytes, cette différence d’épaisseur du derme 

persiste (***, 280μm versus 480μm). De même on observe que le nombre de fibroblastes est 

très diminué dans les PR « âgées » par rapport aux PR « jeunes » (2 à 3 fois moins de 

fibroblastes âgés). Ces résultats correspondent à une perte de la prolifération des fibroblastes 

lors du vieillissement, également observée lors de la sénescence in vitro (Uitto, 2008) et déjà 

publiée avec les fibroblastes de notre donneur (doublement de population cumulé diminué 

quand l’âge 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 (après 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 

collagène de type I (ns, 11 200 UR versus 14 400 UR) comme de type III (***, 5 770 versus 10 

175 UR) apparaissent en valeur absolue moins importants dans les PR « âgées » car le derme est 

plus fin. Mais lorsque que l’on se rapporte au nombre de fibroblastes, aucune différence 

n’apparait. Par contre, et contrairement à nos attentes, nous avons observé une augmentation 

de l’expression de l’élastine et de la fibrilline 1 dans les peaux « âgées » 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 gènes 

codant pour les protéines des fibres élastiques dans la peau par RT qPCR 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 gènes, 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 gènes liés aux fibres élastiques au cours du vieillissement. Ces résultats 

contradictoires avec nos observations peuvent être liés aux limitations de cette méthode 

d’analyse et à 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 l’espace. D’autres techniques d’analyses protéiques telles que le western blot sont également 

très difficiles à mettre en place pour les fibres élastiques dans la mesure où 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 

quantification de l’élastine reste le dosage radio-immunologique des desmosines. Bien que 

fiable, cette technique est toutefois très lourde à 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 

façon non-invasive (Shirshin et al., 2017). 

Comment expliquer cette augmentation de dépôt d’élastine et de fibrilline dans la MEC sécrétée 

par un fibroblaste « âgé » ? D’une part, dans nos conditions de culture, la proportion de 

myofibroblastes dans les PR « âgées » 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 « âgés » dans les milieux de culture des PR 

« âgées » ; or, la MMP2 est dotée d’une activité élastinolytique non négligeable (Van Doren, 

2015). Sa diminution corrèlerait donc favorablement avec l’accumulation d’élastine dans le 

derme. A l’inverse, la quantité de MMP1 augmente avec l’âge des fibroblastes alors que le 

TIMP1 et dans une bien moindre mesure le TIMP2, diminuent, expliquant que l’expression des 
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collagènes ne change peu entre les PR « âgées » et « jeunes », malgré une proportion plus 

importante de myofibroblastes avec l’âge. A ce stade nous pouvons dresser l’hypothèse que 

toutes ces adaptations/modifications des fibroblastes dermiques viennent d’un rétrocontrôle 

s’instaurant progressivement pour pallier la diminution du nombre de cellules afin de limiter la 

perte de substance des dermes âgés. 

Brièvement, concernant l’épiderme, les résultats histologiques confirment l’influence des 

fibroblastes sur la reconstruction de l’épiderme. En effet, les épidermes des PR « âgées » sont 

moins épais que les épidermes des PR « jeunes » (**, 200μm versus 300μm) 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 « âgées » (***, 5.5 versus 0.5% de surface marquée). 

Ce choix de modèle d’étude, utilisant les cellules d’un même donneur à différents âges, permet 

l’observation d’une partie du processus de vieillissement, de l’âge adulte au vieillissement 

avancé. Cette approche est d’ailleurs validée par les avantages du modèle utilisé ici à savoir i) 

l’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 l’évolution des fibres 

élastiques dans le vieillissement de la peau pourra alors permettre le développement molécules 

ou produits finis pour lutter contre le relâchement de la peau induit par la diminution de la 

quantité globale et de la fonctionnalité des fibres élastiques. 

La recherche de cibles pour le développement de produits anti-âge est un problème de santé 

publique au centre de préoccupations sociétales et cosmétiques. Ces recherches sont 

alimentées par l’augmentation constante de l’espérance de vie des populations. En réponse à 

l’interdiction de l’expérimentation animale pour évaluer la sécurité et l’efficacité des actifs 

comme des produits finis, les modèles 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 l’efficacité des produits. 

C’est avec le modèle de sénescence utilisant des  PR sur support poreux que nous avons 

démontré que le sélénite de sodium, utilisé à très faible dose (30 nM), a un effet retardateur du 

vieillissement par la préservation de l’homéostasie épidermique. Pour cela nous avons 

sélectionné la concentration de 30 nM sur des cultures de kératinocytes et de fibroblastes en 

monocouche. Cette concentration déjà 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 à la 

membrane basale, nous avons étudié l’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 à faible densité cellulaire (CFE augmenté de 50%). Il retarde aussi 

l’entrée en sénescence réplicative des kératinocytes primaires, indépendamment de l’âge du 

donneur de peau (34, 42 et 65 ans) dont les cellules ont été extraites (PDL à 88.106±15.118 

lorsque la culture est supplémentée par rapport à 57.666±15.489 en conditions normales). Nos 

résultats montrent que la proportion de kératinocytes adhérents à la laminine 3.3.2 et au 

collagène 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 rôle sur la préservation du pool des KSC via le maintien de leurs propriétés 

d’adhésion à la laminine 3.3.2 et au collagène de type IV, deux composés de la niche des KSC, 

via un enrichissement de l’expression des intégrines β1 et α6. (Jones and Watt, 1993; Levy et al., 

2000; Rodius et al., 2007) 

Le modèle de PR est d’un grand intérêt 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 à différents temps de culture pour analyses. Dans les PR supplémentées par rapport 

aux PR contrôles, 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 à un épiderme plus épais, 
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une diminution de 50% de cellules sénescentes (exprimant P16INK4a) ainsi que le maintien de 

l’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 β1 et α6, laminine 3.3.2 

et collagène de type IV. Après quantification de la fluorescence, on observe une diminution 

significative de l’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 l’expression des intégrines β1 et α6 par le sélénium protègerait les 

KSC de la différenciation en les maintenant fermement accrochés à la membrane basale. Par 

contre, nous n’avons pas pu observer de différence d’expression significative au niveau du 

collagène de type IV ni de la laminine 3.3.2.  

Nos résultats sont en adéquation avec ceux de Sengupta et al. qui montrent le rôle primordial 

des sélénoenzymes sur le développement de l’épiderme et sur l’adhésion de ce dernier au 

derme (Sengupta et al., 2010). En effet, des souris présentant un KO conditionnel pour 

l’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 β1 et α6. D’autres hypothèses pour expliquer le rôle antivieillissement du 

sélénium ont été soulevées au vue de la littérature.  

Connaissant le rôle 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 l’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, l’expression des 

différentes sélénoenzymes n’est pas apparue significativement différente, probablement à 

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 (Poljšak et al., 2012) via la 

production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO); et ii) la réduction des dommages de l’ADN 

associée à l’amélioration des systèmes 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 après supplémentation en 

sélénium pourrait être envisagée via l’analyse de i) la sélénoenzyme SelH, connue pour son rôle 

protecteur vis-à-vis de l’entrée en sénescence cellulaire de fibroblastes (Wu et al., 2014). Elle 

permet de détoxifier le noyau cellulaire des ERO, d’augmenter directement l’expression du 

glutathion et indirectement des autres enzymes antioxydantes qui conduisent à la suppression 

d’accumulation de dommages oxydatifs sur l’ADN; ii) d’autres marqueurs moléculaires de la 

sénescence tels que l’accumulation de protéines oxydées, le raccourcissement des télomères et 
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l’augmentation du nombre de cellules SABG (senescence associated β 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 modèles de peaux ont permis d’explorer différentes voies conduisant au vieillissement 

de la peau (la régulation génique par les microARN, l’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 

modèles expérimentaux dont nous disposons restent perfectibles. Nos objectifs étaient 

simultanément de i) mieux comprendre les mécanismes du vieillissement cutané en utilisant les 

modèles de peaux reconstruites développés dans notre laboratoire, ii) de les faire évoluer en 

utilisant un modèle sur support poreux ou auto-assemblé et surtout avec des fibroblastes du 

même donneur prélevés à des âges différents et enfin iii) de les utiliser pour démontrer 

l’efficacité et le mécanisme d’action du sélénium comme « anti âge ». La FIGURE 48 résume les 

objectifs, les modèles utilisés ainsi que les résultats obtenus. 

- IDENTIFICATION DE MÉCANISMES DU VIEILLISSEMENT 
- TEST D’EFFICACITÉ DE PRODUITS ANTI-ÂGE

Du derme

Diminution de la prolifération des 
fibroblastes: 
• Diminution du nombre de fibroblaste et 

l’épaisseur du derme
• Augmentation de l’expression de la 

fibrilline et de l’élastine par fibroblaste
• Diminution de la quantité de MMP2

De l’épiderme

Augmentation du miR-30a qui
• Perturbe la différenciation 

terminale
• Perturbe la fonction barrière
• Induit l’apoptose 

Modèles

Epidermes reconstruits Modèle de peau reconstruite auto-assemblé

Résultats

Modèle de peau reconstruite 
sur support poreux

Culture 
monocouche

PNH Grâce aux modèles cutanés in vitro pour la recherche

Preuve d’efficacité du 
sélénium 

Protection du renouvellement
épidermique par la préservation des
cellules souches épidermiques via le
maintien des capacités d’adhésion.

Le vieillissement  induit des modifications au niveau 

Objectifs : 

Figure 47: Evolution de modèles tridimensionnels de peau reconstruite pour approfondir la connaissance 

des mécanismes du vieillissement cutané et validation de l’efficacité « anti-âge » du sélénium.
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Ainsi, grâce au modèle de PR sénescentes, nous avons confirmé l’identification d’un microARN 

impliqué dans le vieillissement cutané, le miR-30a (ARTICLE 1). Il pourrait être une nouvelle cible 

pour le développement de stratégies anti-âge. La surexpression du miR-30a au cours du 

vieillissement a été mise en évidence dans les kératinocytes provenant de donneurs jeunes et 

âgés par l’équipe du Professeur Jérôme Lamartine et confirmée dans notre modèle dermo-

épidermique sénescent. Nos résultats montrent en outre que ce microARN modulerait 

directement des gènes impliqués dans la différenciation de l’épiderme. En effet, sa 

surexpression conditionnelle conduit à une altération de la fonction barrière et à une 

différenciation terminale perturbée. 

Nos résultats ont aussi permis de valider l’effet du sélénium comme potentiel agent « anti-âge » 

et ont conduit à la mise en évidence d’un mécanisme d’action (ARTICLE 2). Après 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 l’épiderme, les KSC, lors de passages successifs ainsi que dans notre 

modèle organotypique de peau. Ce maintien des KSC passe par leur meilleure adhésion à la 

membrane basale via une augmentation des intégrines α6 et β1, mécanisme d’action validé par 

des tests d’adhésion des kératinocytes supplémentés en sélénium réalisés en collaboration avec 

Docteur Patricia Rousselle. 

Dans ces modèles, les fibroblastes provenaient de donneurs différents et la variabilité génique 

interindividuelle reste un facteur non contrôlable. C’est pourquoi la mise à disposition par KOSE, 

industriel cosmétique Japonais, de fibroblastes d’âges différents (36 et 72 ans) provenant d’un 

donneur unique pour préparer des PR « jeunes » et « âgées » a été une opportunité 

exceptionnelle (ARTICLE 3 – EN COURS). Nous avons suivi l’évolution du tissu élastique dans ces 

PR « jeunes « et «âgées » et avons été surpris d’observer que les PR « âgées » utilisant le 

modèle poreux comme dans le modèle auto-assemblé, l’élastine et la fibrilline apparaissaient 

significativement augmentées après quantification des images d’immunofluorescence par 

Image J. De plus, la diminution de la quantité et de l’activité élastinolytique de la MMP2 et 
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MMP9 pourrait expliquer l’adaptation du fibroblaste pour pallier la perte de substance avec 

l’âge. 

Tous ces modèles de peaux ont permis d’explorer différentes voies conduisant au vieillissement 

de la peau (la régulation génique par les microARN, l’évolution des fibres élastiques avec l’âge 

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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I. 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 l’extraction des ARNs.  

Après rinçage des PR dans du PBS,  les ARNs totaux sont extraits à l’aide du kit mirVana (applied 

biosystems) selon le protocole suivant : 

- Broyage des PR à l’aide d’un piston en plastique  
- Ajout 500μl du tampon de lyse 
- Ajout de 50μl d’additif d’homogénéisation puis vortexer le tube 
- Incubation 10min sur glace 
- Ajout de 500μl de phénol/chloroforme 
- Agitation 1 min des tubes puis centrifugation 5min à 10 000g  
- Récupération de 400μl de la phase supérieur aqueuse et transfert dans un nouveau tube 
- Ajout de 500μl d’éthanol absolu  
- Agitation par aspiration refoulement 
- Passage des ARNs précipités dans l’éthanol sur une colonne fournie dans le kit après 

centrifugation à 9 000 g durant 30 secondes et élimination du surnageant 
- Rinçage de la colonne avec 600μl de tampon de lavage n°1 puis centrifugation à 9 000g 

durant 30 secondes et élimination le surnageant 
- Rinçage de la colonne avec 400μl de tampon de lavage n°2/3 puis centrifuger à 9 000g 

durant 30 secondes et éliminer le surnageant. Répéter cette opération 2 fois 
- Centrifugation de la colonne à 12 000g durant 2 min pour éliminer toute trace d’alcool 
- Transfert de la colonne sur un nouveau tube 
- Ajout 80μl d’eau DEPC au milieu de la colonne et patienter 1 minuter 
- Elution les ARNs totaux en centrifugeant la colonne à 12 000g durant 1 minute 

La qualité des ARNs ainsi que leur concentration est évaluée par spectrophotométrie à l’aide 

d’un nanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific). Le ratio d’absorbance à 260 et 280 nm permet 

d’évaluer l’absence de protéine contaminant. Il doit être supérieur ou égal à 1,8. Le ratio 

d’absorbance à 260 et 230 nm permet de vérifier l’absence de contamination par des molécules 

organiques. Il doit être supérieur ou égal à 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 TM Rt Reagent kit (Clontech). Pour chaque 

échantillon, les tubes sont placés dans le thermo-cycleur après les avoir mélangés les différents 

composants suivant :  

- 5X primeScript Buffer : 2 μl  
- PrimeScript RT Enzyme MixI : 0.5 μl 
- Oligo dT primer à 50 mM : 0.5 μl 
- Random 6mers à 100 mM : 0.5 μl 
- ARNs totaux : 500 ng 
- Eau DEPC : qsp 10μl 

Et selon le programme suivant: 
- 15 min à 37°C 
- 5 secondes à 85°C 
- Maintient à 4°C 

 

Polymérisation en chaine : La réaction de polymérisation en chaine en temps réel est réalisée à 

la suite de la rétro-transcription. Les ADNc sont dilués au 1/10ème dans l’eau DEPC pour avoir 

une concentration de 5 ng/μl. Parallèlement, une gamme d’ADN de 5 points (de « 5000 » à 

« 8 ») est réalisée à partir d’une dilution au 1/100ème d’ADNc 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 1/33ème : 1μl 
- Mix TAKARA + SYBR green : 5μl 
- Eau : 2μl 
- ANDc dilués: 2μl 

Chaque échantillon est déposé en duplicata dans une plaque 96 puits, ainsi que un point par 

valeur de la gamme. Un contrôle négatif est réalisé en remplaçant l’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 

Amplification 
5 secondes 95°C 

40 30 secondes 60°C 
30 secondes 72°C 

Melting curve 
1 minute 95°C 

1 30 secondes 60°C 
30 secondes 95°C 

 

Analyse des résultats  

L’intégrité de l’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 à chaque 

cycle. L’efficacité est vérifiée pour chaque couple d’amorce via l’analyse de l’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(-1/pente). 

Le rapport d’expression (R) est calculé selon la formule suivante  

R= E -(Ct gène cible échantillon d’intérêt – Ct gène cible échantillon référence) – (Ct gène de référence échantillon d’intérêt – Ct gène 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’intérêt en suivant les recommandations détaillés ci-dessous du 

kit TaqMan microRNA reverse transcription kit (Thermo Fisher Scientific) : 

Réactifs Quantité 
10X RT buffer 1.5 μl 
dNTP 100 mM 0.15μl 

RNAse inhibitor 20U/μl 0.19μl 
MultiScribe TM revercer transcriptase 50U/μl 1μl 

Amorces 3μl 
ARN 50 ng 

Eau DEPC Qsp 15 μl 
 

Le programme de température est le suivant :  
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- 30 min à 16°C 
- 30 min à 42°C 
- 5 min à 85°C 
- Maintient à 4°C 

 

Polymérisation en chaine : La réaction de PCR est réalisée à l’aide d’amorces spécifiques 

TaqMan microARN assays (ThermoFisher Scientific) et au mix TaqMan Universal PCR Master Mix 

sur les ADNc non dilués selon le mix suivant :  

- Master Mix : 10 μl 
- Amorces : 1 μl 
- ADNc : 1.33 μl 
- Eau : 7.67 μl 

Chaque échantillon déposé en duplicata subit le cycle suivant :  

 Durée Température Nombre de cycle 
Dénaturation 10 minutes 95°C 1 

Amplification 15 secondes 95°C 40 1 minute 60°c 
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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 première fiche technique synthétise les étapes pour l’analyse de l’épaisseur de 

l’épiderme, dont le procédé est le même pour le derme. 

Lorsque l’image est calibrée (taille exprimée en μm), les mesures sont exprimées en μm. 

 
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 deuxième fiche technique synthétise le procédé manuel de comptage de cellules 

exprimant un marqueur, içi Ki67.  

 
Figure 49:illustration du procédé de comptage des noyaux de cellules exprimant Ki67 

NB : le comptage aura pu être fait de façon semi-automatique après segmentation de l’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  

Içi est présenté le procédé de quantification d’une surface exprimant une protéine répartie dans 

une zone anatomique du tissu lors d’une révélation à la DAB (FIGURE 51-A). La zone d’intérêt 

(FIGURE 51-B) est isolée de l’image afin éviter les artéfacts (type : marquage non spécifique, 

insert de culture etc) 

Deux manières de sélectionner la zone d’intérêt: via une segmentation HSB (Hue Saturation 

Brillance) (FIGURE 51-D) ou via une segmentation « color deconvolution » où l’opérateur est 

libre de délimiter les zones de couleurs d’intérêt (FIGURE 51-E). L’analyse est réalisée après 

application d’un seuil qui ne sélectionne que les pixels d’intérêt (FIGURE 51-G). La dernière 

mesure correspond à la surface de l’épiderme vivant, sélectionnée à façon. 

Les résultats finaux sont exprimés comme un pourcentage de surface exprimant l’antigène par 

rapport à la surface de l’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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Figure 50: illustration des étapes pour l’analyse d’un marquage en révélation DAB dans le visible 
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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 à lieu dans la même zone de l’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 à façon de la surface de derme  

5. Comptage des noyaux via l’outil « find maxima » 

6. Fenêtre « 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 l’image en B pour la mesure de la surface et de 

l’intensité 

9. Résultats obtenus. 1ère ligne : Surface totale du derme comme définie en D. 

Dernière ligne : surface du marquage et de l’ « Integrated density »  après 

application du seuil. 
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Figure 51 : illustration des étapes pour l’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 à la longueur de la jonction dermo-épidermique 

1. Suivi des étapes de l’analyse sous la forme d’une macro 

2. Réglage des paramètres 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’intérêt et exclusion des pixels non 

spécifique. Le seuil est appliqué de façon 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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Figure 52: Illustration des étapes du procédé d’analyse d’un marquage de la jonction dermo-

épidermique 
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V. ENCADREMENT TECHNIQUE D’ETUDIANTS 

Au cours de ma thèse, j’ai eu l’opportunité de travailler avec 2 étudiantes en 5ème année 

hospitalo-universitaire de pharmacie. Avec Virginie Pernot nous avons mis au point les tests de 

cytotoxicité du sélénium sur fibroblastes et kératincoytes et l’établissement d’une gamme de 

concentration non toxique. 

Avec Sabrine Benosmane nous avons validé qu’une longue conservation de fibroblastes à l’azote 

liquide (jusqu’à 23 ans) n’induisait pas de conséquence sur les capacités de synthèse de matrice 

extra cellulaire, en peau reconstruite et après irradiation afin d’obtenir la couche nouricière 

nécessaire à la culture de kératinocytes. 

Ces deux étudiantes ont fait leur thèse d’exercice sur ces projets, les pages d’acceuil et 

conclusion de ces thèses sont jointes ci-dessous. 

 

A. THESE DE PHARMACIE DE VIRGINIE PERNOT  
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B. THESE DE PHARMACIE DE SABRINE BENOSMANE 
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VI. COMMUNICATIONS AUTRES 
Durant cette thèse j’ai aussi eu l’opportunité de présenter mes résultats lors du CARD de décembre 2016 

qui a eu lieu à Paris sous la forme l’un poster. 
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