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Introduction générale

De nos jours, l'augmentation de l'espérance de vie dans les pays développés nous amène à

nous interroger sur les causes du vieillissement. Celui-ci est propre à chaque individu et

touche tous les organes en provoquant des dégradations irréversibles (Berneburg et coll.,

2000). Le vieillissement cutané est un phénomène particulièrement important. En effet, la

peau est l'organe le plus exposé chez un individu. C’est donc un des tissus qui montre le

premier des signes de vieillissement. Le vieillissement cutané est communément associé à un

relâchement des tissus et à l'apparition de repliements de la peau, les rides.

I. Le vieillissement

Le vieillissement est un phénomène biologique complexe qui peut être décomposé en

deux processus : un vieillissement intrinsèque qui est déterminé génétiquement et un

vieillissement extrinsèque causé par des facteurs environnementaux.

1. Le vieillissement intrinsèque

Par définition, cette forme de vieillissement est inévitable et n'est pas causée par le

comportement d'un individu. Elle est due au temps si bien que l’on parle aussi de

vieillissement chronologique. Dans celui-ci, une altération plus ou moins profonde des

molécules constituant l’individu est observée. Celle-ci s’accompagne de phénomènes

physiques visibles macroscopiquement, comme, par exemple, l'augmentation de la fragilité de

la peau et la perte de son élasticité.

Les principaux phénomènes intervenant dans ce vieillissement sont la formation de

dérivés réactifs de l’oxygène et l’érosion des télomères.
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a. La formation de dérivés réactifs de l'oxygène

L'oxygène est un gaz indispensable et nécessaire à tous les êtres vivants. Des enzymes

spécifiques sont capables de faciliter sa consommation mais aussi la détoxification de ses

métabolites réduits. Ces espèces réactives de l'oxygène sont beaucoup plus toxiques que

l'oxygène lui-même. Elles sont produites de manière accrue lorsque la régulation du

métabolisme de l’oxygène est perturbée. En dépit d'un système de défense efficace contre ces

espèces, les dommages causés par leur accumulation affectent les membranes, les enzymes et

l'ADN des cellules.

i) Les radicaux libres oxygénés.

Un radical libre est une espèce chimique contenant un électron non apparié. Ce

déséquilibre transitoire étant comblé soit par l'acceptation d'un autre électron soit par le

transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Des enzymes situées dans la membrane

mitochondriale interne, telles que la NAPDH-deshydrogénase peuvent conduire à la formation

de radicaux O2
•- appelés superoxydes. Par ailleurs, l’apparition de ces radicaux peut résulter

de l’auto-oxydation de composés tels que les neuromédiateurs (adrénaline, dopamine...), des

thiols (cystéine), des coenzymes réduits (FMNH2, FADH2), mais aussi de la détoxification des

xénobiotiques par le cytochrome P450. Les radicaux superoxydes sont peu réactifs vis-à-vis

de la majorité des substrats bioorganiques (acides nucléiques, protéines, lipides). Cependant la

toxicité des radicaux superoxydes semble s’exercer plutôt de manière indirecte. En effet, ils

peuvent générer des radicaux hydroxyles •OH. Ceux-ci sont des oxydants puissants qui

attaquent tous les matériaux biologiques (ADN, protéines, lipides...). Par exemple, dans le cas

de l’ADN, les radicaux hydroxyles réagissent avec les bases azotées en s’additionnant sur

leurs doubles liaisons. De même, les radicaux hydroxyles sont susceptibles d’altérer les

fonctions enzymatiques en réagissant avec les résidus des sites actifs des enzymes.

ii) Les dérivés oxygénés réactifs non radicalaires

Alternativement, deux radicaux libres peuvent réagir entre eux pour mettre fin au

processus radicalaire. C’est notamment le cas entre deux superoxydes (O2
•-) ou entre le
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superoxyde et le monoxyde d’azote (NO•). La première réaction engendrant du peroxyde

d’hydrogène (H2O2), la seconde du peroxynitrite (ONOO-), ces deux molécules possédant une

certaine toxicité. En effet, en réagissant avec l’eau oxygénée, les radicaux superoxydes

peuvent donner naissance à des radicaux hydroxyles (•OH). De même, les ions peroxonitrites

se décomposent assez rapidement en radicaux hydroxyles (Beckman et coll., 1990).

b. Les télomères

Les télomères sont des structures spécialisées trouvées aux extrémités des chromosomes

eucaryotes. Il s'agit d'une séquence répétée d'acides nucléiques de type 5'-TTAGGG-3'.

L'addition de ces séquences télomériques est assurée par une télomèrase (Greider et

Blackburn, 1985; Blackburn et coll., 1989). C'est une ribonucléoprotéine (ADN polymérase

ARN dépendante) chargée de la bonne conservation des télomères au cours des divisions que

subit une cellule. Malgré tout, la longueur de ces télomères diminue à chaque division

cellulaire. L'érosion progressive de la séquence télomérique de plus de 150 pb à chaque

mitose protège le chromosome contre une fusion de ses extrémités mais le protège aussi d'une

dégradation prématurée (Harley et coll., 1990; Ning et coll., 2003). La majorité des cellules

ont une capacité de doublement qui atteint 60 à 70 réplications durant leur vie. Quand les

télomères deviennent dramatiquement courts, les cellules entrent en sénescence réplicative ce

qui informe la cellule de son âge avancé (Greider, 1990).

2. Le vieillissement extrinsèque

Le vieillissement extrinsèque est largement évitable. L’exposition solaire, le tabagisme, la

pollution atmosphérique sont les principales causes du vieillissement cutané extrinsèque.

a. Les rayonnements ultraviolets

Parmi tous les facteurs environnementaux, les rayons ultraviolets contribuent à plus de

80% aux dommages de la peau. A la fois les UV-A (320-400 nm) et les UV-B (290-320 nm)

sont responsables du vieillissement de la peau (Berneburg et coll., 2000).
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Les UV-B produisent des altérations principalement au niveau de l’épiderme. Ils causent

des dommages à l’ADN des kératinocytes et des mélanocytes. Ils sont aussi responsables de

l’apparition de dimères de thymine, qui correspondent à la liaison covalente entre deux brins

d’ADN (Young et coll., 1998). Avec l’âge, cette liaison ne se détruit plus rapidement et des

mutations s’accumulent.

Les UV-A pénètrent plus profondément et causent des dommages à la fois au derme et à

l’épiderme (Rosario et coll., 1979). Dans la lumière solaire, la quantité d’UV-A présente est

10 à 100 fois supérieure aux UV-B. Cependant, les UV-B ont des effets biologiques délétères

1000 fois supérieurs à ceux des UV-A. Le mécanisme exact par lequel les UV-A causent le

vieillissement cutané n’est pas encore entièrement connu.

b. Le tabagisme

Le tabagisme est la cause de mortalité la plus évitable et est responsable de plus de trois

millions de morts par an dans le monde (Smith et Fenske, 1996). Il a été établi depuis

longtemps que le tabagisme a des effets délétères sur la peau (Daniell, 1971). Des études

épidémiologiques indiquent que le tabagisme est un facteur environnemental important dans

le vieillissement prématuré de la peau (Kadunce et coll., 1991; Grady et Ernster, 1992; Ernster

et coll., 1995; Frances, 1998). Des études in vitro chez les fibroblastes dermiques humains

montrent que la fumée de tabac nuit à la biosynthèse des collagènes alors qu’elle augmente la

production des métalloprotéases matricielles (MMP) (Saarialho-Kere et coll., 1999; Lahmann

et coll., 2001). Ces enzymes dégradant les protéines de la matrice telles que les collagènes, les

fibres élastiques et les protéoglycanes, elles provoquent un déséquilibre entre biosynthèse et

dégradation qui conduit à l’altération du tissu conjonctif cutané (Uitto et coll., 1989; Yin et

coll., 2000). On pourra par exemple observer une production anormale de produits de

dégradation de l’élastine (Boyd et coll., 1999).

Les espèces réactives de l'oxygène sont également impliquées dans le vieillissement

prématuré de la peau induit par la fumée de tabac. Ceux-ci augmentent l'induction de

l’expression des MMP (Yin et coll., 2000).
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c. La pollution atmosphérique

La pollution atmosphérique est due à la libération dans l’environnement de molécules

nocives telles que les oxydes d’azote et des composés volatils créés à partir des énergies

fossiles. Les émissions de gaz par les usines et les véhicules motorisés sont les sources

majeures de ces composés. Parmi ces gaz, l’un des principaux polluants est l’ozone.

L'ozone est un polluant secondaire qui n'est pas émis directement dans l'air mais résulte

d'une réaction photochimique impliquant des précurseurs, des polluants issus de l'automobile,

essentiellement les oxydes d'azote. Les cibles principales de l’ozone sont les couches

superficielles de la peau. Il y cause une déplétion de molécules telles que l’α-tocophérol

(vitamine E) ainsi que l’acide ascorbique (vitamine C) (Liebler et coll., 1986).

II. Les fibres élastiques

1. Propriétés

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau tridimensionnel de macromolécules

comme les collagènes, l’élastine, la fibronectine, la laminine ou les glycosaminoglycanes. Elle

n’est pas seulement un échafaudage structural, car elle interagit aussi avec les cellules qu’elle

entoure. La MEC transmet des signaux aux cellules en régulant l'adhérence cellulaire, la

migration, la prolifération et la différenciation cellulaire.

Dans la peau, la matrice est déposée par les fibroblastes dermiques selon un programme

qui est génétiquement déterminé et qui évolue avec le temps. Les fibroblastes sont les

principales cellules du derme. Ils sont essentiellement localisés dans le derme papillaire

proche de l'épiderme et peu représentés dans le derme profond dit derme réticulaire. Ils sont

spécialisés dans la synthèse de deux types de fibres : les fibres de collagène et les fibres

élastiques. Les premières constituent 70% des protéines du derme et lui confèrent sa

résistance aux tensions et aux tractions, tandis que les secondes lui donnent ses propriétés

élastiques.

Les fibres élastiques (FE) sont des assemblages macromoléculaires qui forment un réseau

complexe au sein de tissus tels que les artères, les poumons et la peau. Les FE sont constituées
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d’une partie microfibrillaire constituée essentiellement de glycoprotéines et d’une partie

élastique centrale constituée d’élastine (Vrhovski et Weiss, 1998; Kielty et coll., 2002)

(Figure 1). Elles assurent l’élasticité du tissu.

Au niveau du derme réticulaire qui représente la majeure partie du derme, les fibres

d'élastine et de collagène sont disposées de façon multidirectionnelle alors que dans le derme

papillaire, les fibres d'élastine sont orientées principalement perpendiculairement à la surface

de la peau.

Figure 1 : Fibre élastique en cours de synthèse.

Cliché de microscopie électronique à transmission. Le centre de la fibre est composé d’un cœur

d’élastine amorphe alors que la périphérie est entourée par les microfibrilles plus opaques aux

électrons. La barre noire représente 1 µm. (Pasquali-Ronchetti et Baccarani-Contri, 1997).

2. Les microfibrilles

Les microfibrilles sont particulièrement abondantes dans les tissus élastiques tels que

l’aorte, les poumons et la peau, mais elles sont également présentes dans des tissus

dynamiques qui n’expriment pas l’élastine comme les zonules de l’œil (Ashworth et coll.,

2000). Les microfibrilles sont essentiellement constituées de fibrillines, de microfibril-

associated glycoproteins (MAGP) et de protéoglycanes (PG).

a. Les fibrillines

La fibrilline-1, la plus répandue des fibrillines, est le principal constituant du manteau

microfibrillaire et elle permet son maintien grâce à de nombreuses liaisons croisées (Kielty et
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Shuttleworth, 1993). La fibrilline-1 humaine est une glycoprotéine modulaire de 347 kDa qui

constitue le cœur des microfibrilles. La fibrilline-2 apparaît plus tôt dans le développement

que la fibrilline-1. Elle semble servir de matrice de soutien à la fibrilline-1 dans la formation

des fibres élastiques (Pereira et coll., 1997). Elle peut se lier avec la fibrilline-1 par sa région

N-terminale (Tiedemann et coll., 2001). La fibrilline-3 n’est retrouvée que dans le cerveau

(Nagase et coll., 2001).

L’assemblage des microfibrilles est en partie régulé par les cellules indépendamment de

l’élastine. L’assemblage de la fibrilline-1 se fait suite à sa sécrétion (Ashworth et coll., 1999;

Trask et coll., 1999) qui est assistée par une molécule chaperonne (Wallis et coll., 2003). Les

cellules régulent la localisation péricellulaire des protéines secrétées et facilitent le clivage des

extrémités N- et C-terminales de la fibrilline-1 par la furine (Raghunath et coll., 1999; Ritty et

coll., 1999).

Les microfibrilles, grâce aux fibrillines, possèdent une certaine élasticité. Celle-ci est due

à la présence (forme repliée) ou à l’absence (forme étendue) de calcium lié sur des domaines

cbEGF. En coordonnant le calcium, ces modules se rigidifient (Downing et coll., 1996;

Booms et coll., 2000; Reinhardt et coll., 2000; Whiteman et Handford, 2003).

b. Les MAGP

Le principal membre de cette famille de glycoprotéines est la microfibril-associated

glycoprotein-1 (MAGP-1), qui joue un rôle important dans l’assemblage et dans l’intégrité

structurale des microfibrilles (Gibson et coll., 1989; Trask et coll., 2000a).

La MAGP-1 est une glycoprotéine de 31 kDa qui possède 2 domaines distincts : un

domaine N-terminal, fortement acide, riche en proline et comportant une séquence riche en

glutamine, et un domaine C-terminal possédant 13 cystéines et fortement chargé positivement

(Henderson et coll., 1996; Kielty et Shuttleworth, 1997). Il existe plusieurs variants

d’épissage de MAGP-1 provenant d’un transcrit unique. Chez l’homme, nous trouvons

MAGP-1A (transcrit total), MAGP-1A’, MAGP-1B (intracellulaire) et MAGP-1C (Segade et

coll., 2000). La MAGP-1 est toujours associée aux microfibrilles sauf au niveau des cellules

endothéliales de l’aorte et au niveau des zonules de l’œil (Davis, 1994; Henderson et coll.,
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1996). Elle est liée à la fibrilline-1 par des ponts disulfures et des liaisons croisées obtenues

par trans-glutamination. Leur liaison est dépendante du calcium (Jensen et coll., 2001).

MAGP-2 est une protéine de 170 à 173 kDa. Elle possède la même région centrale de 60

acides aminés que MAGP-1. Du fait de sa liaison potentielle avec les cellules et avec la

fibrilline-1, elle semble être impliquée dans la formation des microfibrilles et dans

l’élastogenèse (Gibson et coll., 1999; Segade et coll., 2002; Hanssen et coll., 2004).

c. Les protéoglycanes

Les protéoglycanes (PG) sont constitués d’une protéine cœur qui porte des chaînes de

glycosaminoglycanes (GAG). Les petits protéoglycanes, tels que la décorine ou le biglycane,

peuvent avoir différentes fonctions dont la régulation de l’assemblage de la MEC (Hocking et

coll., 1998; Iozzo, 1998). Ce sont des leucin-rich chondroitin sulphate PG. Ils sont présents

au niveau du derme. Le biglycane est localisé dans la composante amorphe d’élastine des FE

et la décorine au niveau des microfibrilles associées à l’élastine.

MAGP-1 et la fibrilline-1 semblent se lier à la décorine. Le site de liaison à cette dernière

est proche de la région riche en proline. La liaison à MAGP-1 semble nécessiter la sulfatation

du PG (Trask et coll., 2000a).

d. Autres molécules

De nombreuses molécules autres que celles décrites ci-dessus interviennent dans la

formation ou dans la structure des FE. On note par exemple la latent TGF-β binding protein,

la microfibril-associated protein, d’autres PG à chondroïtine sulfate, le versicane ou encore le

lectane dans la peau (Horrigan et coll., 1992; Zimmermann et coll., 1994; Kielty et coll.,

1996; Sinha et coll., 1998; Hirano et coll., 2002).

Certaines de ces molécules se trouvent à l’interface élastine-microfibrilles ou à l’interface

cellule-surface des FE. Ces molécules régulent le dépôt de l’élastine sur les microfibrilles ou

la liaison des FE avec les cellules.
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L’émiline, par exemple, est une glycoprotéine de 136 kDa qui se trouve à l’interface

élastine-microfibrilles. Il existe 4 membres dans cette famille : émiline-1, -2, -3 et -4. Elles

possèdent toutes une région centrale désorganisée. L’émiline-1 et l’émiline-2 possèdent une

zone de triple hélice et de trimérisation. Jusqu’à aujourd’hui, seule l’émiline-1 a été identifiée

sur les FE (Bressan et coll., 1993; Doliana et coll., 1999).

Les membres de la famille des fibulines semblent également présents à l’interface des FE.

La fibuline-1 est localisée dans le coeur amorphe des fibres élastiques. La fibuline-2 et la

fibuline-5 sont localisées à l’interface élastine-microfibrilles (Kostka et coll., 2001). La

fibuline-5 joue un rôle essentiel dans l’élastogenèse (Nakamura et coll., 2002).

III. L’élastine

L’élastine est la protéine responsable de l'élasticité des tissus des vertébrés. Elle est

traditionnellement décrite comme un polymère amorphe. C’est une protéine hydrophobe

(Cleary et Gibson, 1996) qui est totalement insoluble dans l'eau, mais aussi dans des solvants

organiques. Cette molécule est très difficilement dégradable et fait partie des protéines les

plus résistantes de l’organisme.

En conditions physiologiques, le renouvellement de l'élastine est quasi nul. La demi-vie

de l’élastine est estimée à 70 ans (Rucker et Tinker, 1977; Petersen et coll., 2002). L’élastine

est un polymère insoluble synthétisé à partir d’un précurseur soluble appelé la tropoélastine

(Uitto et coll., 1991; Mithieux et Weiss, 2005). Elle est obtenue par réticulation de résidus

lysine. Cette opération s’effectue grâce aux lysyl oxydases (Kagan et Sullivan, 1982). Les

tissus riches en élastine sont l'aorte (de 30% à 57%), les vaisseaux sanguins (de 28% à 32%),

des ligaments (50%), les poumons (de 3% à 7%), les tendons (4%) et la peau (de 2% à 3%)

(Vrhovski et Weiss, 1998; Mithieux et Weiss, 2005).

1. Elastogenèse

L’élastogenèse est un processus complexe qui comprend tous les événements conduisant

à la construction de l’élastine fonctionnelle au sein des fibres élastiques.
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Dans la plupart des tissus, la production d'élastine débute à mi-gestation et atteint un pic

après la naissance et pendant la période néonatale (Uitto et coll., 1991). Elle diminue de façon

spectaculaire et est presque complètement nulle à l’âge adulte (Swee et coll., 1995).

a. Le gène de l’élastine

Le gène humain qui code la tropoélastine (Figure 2) est situé sur le chromosome 7

(7q11.2) (Fazio et coll., 1991). Le transcrit primaire comprend environ 45 kb et est composé

de petits exons qui se retrouvent entre de grands introns (Bashir et coll., 1989). Le rapport

entre introns et exons est de 20:1, ce qui est exceptionnellement élevé (Vrhovski et Weiss,

1998; Piontkivska et coll., 2004). Cette séquence code pour un ARNm d’environ 3,5 kb, dont

seulement 2,2 kb est traduit (Parks et Deak, 1990).

Le gène humain de la tropoélastine comprend 34 exons (de l’exon 1 à 33 et un exon 36).

Deux exons 34 et 35 ont été perdus au cours de l'évolution et sont retrouvés dans les génomes

d'autres mammifères tels que le lapin, le chat, le porc et le bœuf (Szabo et coll., 1999). La

présence de l'exon 26A est spécifique au gène humain de la tropoélastine. C’est une séquence

qui code pour un domaine hydrophile et dont la présence n’a été décrite à ce jour pour aucune

autre espèce (Indik et coll., 1987; Bashir et coll., 1989).

Figure 2 : Un ARNm de la tropoélastine humaine.

Les régions de l’ARNm codent une alternance de séquence de résidus hydrophobes et de séquence de

pontage hydrophile. Le gène code pour un peptide signal situé en N-terminal et est ponctué par une

séquence hydrophile en C-terminal en amont d’une région non traduite (d’après Vrhovski et Weiss,

1998).
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La plupart des exons du gène de l'élastine codent pour l'un de ces deux types de

domaines. Le peptide signal est codé par l'exon 1, et l’extrémité C-terminale hydrophile et

chargée par l'exon 36. Par ailleurs, la séquence hydrophile correspondant à l'exon 26A

(spécifique de l'homme) est rarement exprimée.

b. Contrôle de l’expression du gène

L’expression de l’élastine est régulée au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel.

Par exemple, le TNF-α et le bFGF diminuent l'expression du gène de l’élastine (Kahari et

coll., 1992; Rich et coll., 1999; Carreras et coll., 2002) alors que les glucocorticoïdes, l'IL-1β,

l’IL-10 et d'IGF-1 ont l'effet inverse (Mauviel et coll., 1993; Reitamo et coll., 1994; Pierce et

coll., 1995). D'autre part, le TGF-β1 augmente le dépôt d'élastine au niveau post-

transcriptionnel en améliorant la stabilité de l’ARNm du gène de l’élastine (Kahari et coll.,

1992; Zhang et coll., 1999; Kucich et coll., 2002). Cet effet semble être dépendant de la

liaison de protéines cytosoliques à des positions spécifiques au niveau de l'ARNm. De même,

il a été démontré qu’un grand domaine de structure secondaire présent dans la région non

traduite en 3’ de l’ARNm de l'élastine serait impliqué dans la stabilité des ARNm du gène de

l'élastine (Hew et coll., 1999).

c. Nature de la tropoélastine

Les transcrits primaires du gène de l'élastine sont soumis à un épissage alternatif

important aboutissant à la suppression d’exons entiers (Indik et coll., 1987). En conséquence,

différentes isoformes de tropoélastine sont traduites. Néanmoins, quelque soit son mode

d'épissage, la structure primaire de la tropoélastine est toujours constituée d'une alternance

d’exons très hydrophobes et d’autres hydrophiles.

Les domaines hydrophobes contiennent de nombreuses alternances de séquences

répétitives de résidus aliphatiques (P, A, V, L, I) interrompues par des résidus glycine. Les

motifs fondamentaux de ces séquences particulières de l’élastine sont GX, PX, GGX et PGX,

où X = G, A, V, L ou I. Les régions contenant de la lysine correspondent aux domaines de

réticulation de la tropoélastine. Là, des résidus lysine se retrouvent en paires ou en triplets

dans les tronçons riches en résidus alanine.



Introduction

22

Les modifications post-traductionnelles de la tropoélastine incluent le clivage du peptide

signal et l’hydroxylation de certains résidus proline. La tropoélastine humaine comporte 760

résidus pour une masse moléculaire de 70 kDa (Indik et coll., 1987; Bashir et coll., 1989).

d. Sécrétion et assemblage de la tropoélastine

Lorsque la tropoélastine est synthétisée (Figure 3), elle est rapidement associée à une

protéine protectrice qui empêche son agrégation prématurée (Hinek et Rabinovitch, 1994).

Cette molécule chaperonne, l'Elastin Binding Protein (EBP), est aussi une sous-unité du

complexe récepteur de l'élastine. Cette association avec l’EBP persiste jusqu'à la sécrétion du

complexe dans le proche voisinage d’une fibre élastique en cours de construction. Lorsque le

complexe est sécrété, il s’associe avec les autres sous-unités du récepteur de l'élastine et

finalement entre en contact étroit avec des galactosides de la composante microfibrillaire de la

fibre, ce qui conduit à la libération locale de la molécule de tropoélastine (Brown-Augsburger

et coll., 1996; Trask et coll., 2000b). Pendant que la chaperonne est recyclée, la tropoélastine

interagit avec les microfibrilles et est correctement alignée sur la matrice d'élastine. Enfin,

plusieurs des résidus lysine de la tropoélastine sont modifiés par une lysyl oxydase, enzyme

Cu2+ dépendante, et le monomère activé est intégré dans le réseau élastique naissant par

condensation spontanée. Cette réaction conduit à la formation des liaisons croisées

majoritairement tétravalentes de l'élastine, appelées desmosine et isodesmosine. Cette

polymérisation irréversible des monomères de tropoélastine solubles rend l'élastine insoluble.

2. L’élastine mature

Contrairement à la tropoélastine, l’élastine mature est totalement insoluble. Elle est

composée de molécules de tropoélastine liées de façon covalente les unes aux autres par des

liaisons croisées bi- (lysinonorleucine), tri- (merodesmosine) ou tétra-fonctionnelles

(desmosine et isodesmosine) (Partridge et coll., 1964) (Figure 4).
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Figure 3 : Sécretion et assemblage de la tropoélastine.

Le gène de la tropoélastine est transcrit dans le noyau. Le messager résultant subit un épissage

alternatif avant d’être traduit dans le réticulum endoplasmique rugueux. Il s’associe ensuite à une

protéine chaperonne (l’EBP) qui le conduit à la membrane plasmique vers le site de construction des

fibres élastiques. Une lysyl oxydase permet sa polymérisation au sein de ces fibres (d’après Debelle et

Tamburro, 1999).
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Figure 4 : Structure et voie de synthèse des desmosine et isodesmosine

La position des pontages de l’élastine mature n’est pas bien connue. On sait néanmoins

que les premiers pontages à se former sont ceux impliquant les séquences codées par les

exons 10, 19 et 25 de l’élastine humaine (Brown-Augsburger et coll., 1995). L’apparition des

pontages de l’élastine augmente considérablement son hydrophobie et sa stabilité.

Entre ces domaines étroitement liés se trouvent des segments de la molécule très

dynamiques et hydrophobes (Debelle et coll., 1998). Ces domaines sont appelés domaines

élastiques de l’élastine car ils sont à l’origine de son élasticité. Dominés par des

conformations transitoires et extrêmement mobiles, ces chaînes présentent un comportement

très entropique qui est accentué quand l’élastine est hydratée. L’hydratation de l’élastine est

essentielle à son élasticité. L’eau agit comme un plastifiant pour ce macropolymère et, de ce

fait, accentue le caractère entropique du système (Debelle et Tamburro, 1999).



Introduction

25

Aujourd’hui, deux modèles visant tant à décrire l’architecture du réseau d’élastine que

son élasticité co-existent (Figure 5).

Figure 5 : Modèles proposés pour l’élastine.

a) modèle du "réseau aléatoire" correspondant à des chaînes pontées arrangées aléatoirement dans

une architecture tridimensionnelle quelconque. b) modèle de la "goutte liquide" correspondant à des

molécules de tropoélastine globulaire liées par des liaisons croisées. (d'après Vrhovski et Weiss,

1998).

IV. Les peptides d’élastine

1. Nature et origine

Le terme "peptides d’élastine" désigne à la fois les peptides produits par dégradation

enzymatique et chimique de l’élastine insoluble.

Les premiers sont les résultats de la digestion d'élastine par des élastases. Ils sont souvent

qualifiés de lysat d'élastine. Ces peptides d'élastine sont produits au cours de plusieurs

processus physiopathologiques par action des élastases (Pardo et Selman, 1999; Hornebeck et

coll., 2002; Ntayi et coll., 2004). Des MMP comme la gélatinase A (MMP-2), la gélatinase B

(MMP-9), la matrilysine (MMP-7) et la métallo-élastase des macrophages (MMP-12) sont des

élastases exprimées dans diverses pathologies associées à une forte dégradation de l'élastine.

Au cours du processus inflammatoire, la libération de l'élastase leucocytaire conduit à une

dégradation spectaculaire du réseau d'élastine (Pardo et Selman, 1999).

Les seconds correspondent soit à des peptides synthétiques, soit à un mélange de peptides

obtenu après hydrolyse chimique de l'élastine insoluble par de l'acide oxalique, ce qui donne
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l’-élastine (Partridge et coll., 1955; Tamburro et coll., 1977), ou de l'hydroxyde de

potassium, ce qui donne la κ-élastine (kE) (Jacob et Hornebeck, 1985).

Chez l'homme, le domaine codé par l'exon 24 présente six répétitions de l'hexapeptide

Val–Gly–Val–Ala–Pro–Gly ou VGVAPG qui possède des activités biologiques quand il est

libéré (Brassart et coll., 2001). Cette séquence d’élastine agit dans le chimiotactisme des

monocytes et des fibroblastes (Senior et coll., 1984).

2. Activités biologiques

Les peptides d’élastine peuvent moduler la physiologie des fibroblastes, des cellules

musculaires lisses, des cellules endothéliales, des neutrophiles, des leucocytes, et des

monocytes. Le Tableau 1 présente une liste non exhaustive de ces activités biologiques.

Le chimiotactisme, la prolifération et la synthèse de protéases sont parmi les effets les

plus importants provoqués par les PE.

Parmi les peptides dérivant de l'élastine, ceux qui contiennent une séquence XGXXPG,

sont ceux possédant les activités biologiques les plus variées. Celles-ci seraient dues à la

présence d’une structure en coude β de type VIII au sein de ces peptides (Fuchs et coll.,

2001).

a. Effets sur le chimiotactisme cellulaire

Le chimiotactisme correspond à une migration cellulaire en réponse à un gradient

chimique. Il intervient dans les phénomènes de cicatrisation, de développement, d’immunité

et de progression tumorale (Kundra et coll., 1994). Ce phénomène a été constaté lors de la

stimulation de la migration de certaines cellules par des peptides d’élastine. Dans de

nombreuses pathologies, les monocytes, précurseurs des macrophages, subissent l’attraction

par des chimioattracteurs au niveau des zones pathologiques (Hunninghake et coll., 1981).

Lors de l’anévrisme de l’aorte abdominale, le recrutement des monocytes serait dû aux

peptides d’élastine (Hance et coll., 2002). Des études portant sur l’hypertension pulmonaire

ont démontré l’implication de peptides issus de l’exon 26A dans cette pathologie et leurs

effets chimioattracteurs sur les monocytes (Bisaccia et coll., 1994). D’autres peptides de type
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GXXPG, présents dans l’exon 24 de la tropoélastine, induisent également la migration

cellulaire (Castiglione Morelli et coll., 1997).

La réponse intracellulaire suite à la stimulation des cellules par les peptides d’élastine

semble impliquer une augmentation du niveau de GMPc intracellulaire et une protéine kinase

G. Il n’y a par contre ni variation du taux d’AMPc, ni d’activation d’une protéine kinase A,

d’une protéine kinase C ou de tyrosine kinase. Ces travaux ont été effectués à la fois sur des

monocytes (Uemura et Okamoto, 1997) et des macrophages (Kamisato et coll., 1997). Les

peptides d’élastine exercent également une activité chimiotactique sur d’autres types

cellulaires. C’est le cas des fibroblastes (Senior et coll., 1984) et des cellules musculaires

lisses (Ooyama et coll., 1987).

b. Effets sur la prolifération

De nombreux éléments extracellulaires sont responsables de la stimulation de la

prolifération cellulaire. Les peptides d’élastine en font partie.

Dans les fibroblastes dermiques humains, les peptides d’élastine se fixent sur les cellules

via un récepteur et déclenchent une réaction intracellulaire menant à la prolifération. L’effet

semble médié par une protéine G sensible à la toxine pertussique qui activerait une

phospholipase C (PLC). La PLC à son tour déclencherait la voie de l’inositol phosphate et

augmenterait la quantité d’inositol-tris-phosphate (IP3). Ainsi, les canaux calciques s’ouvrent

et la quantité intracellulaire de calcium augmente (Ghuysen-Itard et coll., 1992). Cet effet, qui

est inhibé par le lactose, est obtenu à la fois avec de la κ-élastine et avec de l’hexapeptide

VGVAPG qui est répété 6 fois dans la séquence codée par l’exon 24 du gène de l’élastine

(Kamoun et coll., 1995; Tajima et coll., 1997).

La prolifération induite par les peptides d’élastine ainsi que les mécanismes

intracellulaires qui en découlent (Mochizuki et coll., 2002) ont également été étudiés sur les

cellules musculaires lisses (CML). Les peptides, après fixation sur le complexe récepteur de

l’élastine, induisent un signal intracellulaire. Après activation d’une protéine G, ouvrant les

canaux calciques, des tyrosine kinases sont activées et la cascade de phosphorylation

Ras/Raf/MEK/ERK est induite conduisant à la progression dans le cycle cellulaire

(Mochizuki et coll., 2002). Les cyclines sont activées et le cytosquelette est réorganisé.
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En conclusion, les peptides d’élastine régulent différemment la prolifération cellulaire

selon le type cellulaire et selon leur concentration.

c. Effets sur la synthèse de protéases

Des protéases de type élastase ont été retrouvées à la surface de nombreux types

cellulaires comme les fibroblastes, les plaquettes, les monocytes et les macrophages (Jacob et

coll., 1987). Cette constatation laisse à penser que ces enzymes, MMPs ou sérine protéases,

sont sécrétées par ces cellules.

La synthèse de protéases par des cellules tumorales, des cellules du système immunitaire

ou des cellules stromales influence grandement leur environnement matriciel et donc leur

comportement. Ces protéases peuvent être retrouvées dans des processus aussi bien

physiologiques que pathologiques. Par exemple, les peptides d’élastine régulent la production

de pro-MMP-1 dans les fibroblastes et la lignée de fibrosarcome HT-1080 (Brassart et coll.,

2001; Huet et coll., 2002). Les signaux intracellulaires conduisant à la production de la pro-

MMP-1 dans les fibroblastes dermiques humains commencent à être élucidés. La stimulation

de ces cellules par les peptides d’élastine entraîne une activation de la cascade Raf/MEK/ERK

par deux voies : la voie de la protéine kinase A et la voie phosphatidylinositol-3-kinase. Cette

stimulation conduit à l’activation de facteurs de transcription de type AP-1 qui déclenchent la

production de pro-MMP-1 (Duca et coll., 2002). Cette protéase sera ensuite activée après sa

sécrétion.

La conséquence de cette production de protéases induite par les peptides d’élastine est de

contribuer à un renouvellement du pool de protéases et donc au maintien de matrikines dans le

milieu. Les matrikines à leur tour stimulent alors les cellules présentes localement et

réorientent leur physiologie.
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Tableau 1 : Exemples d’effets biologiques de peptides d’élastine en fonction des cellules cibles.

VGVAPG PGAIPG LGTIPG GFGVGAGVP GLGVGAGVP

C
h

im
io

ta
ct

is
m

e

Monocytes

(Senior et coll., 1980)

(Bisaccia et coll., 1994)

(Hance et coll., 2002)

Neutrophiles (Grosso et Scott, 1993a)

Fibroblastes (Senior et coll., 1980) (Grosso et Scott, 1993b) (Mecham et coll., 1989) (Long et coll., 1988)

Cellules

endothéliales
(Long et coll., 1989) (Long et coll., 1989) (Long et coll., 1989)

P
ro

li
fé

ra
ti

o
n

Fibroblastes
(Kamisato et coll., 1997)

(Tajima et coll., 1997)

Cellules

musculaires

lisses

(Mochizuki et coll., 2002)

S
y

n
th

ès
e

d
e

p
ro

té
a

se
s

Fibroblastes (Brassart et coll., 2001) (Brassart et coll., 2001) (Brassart et coll., 2001)

Leucocytes (Hauck et coll., 1995)
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3. Les récepteurs de l’élastine

L'existence d'un récepteur membranaire pour les peptides d’élastine a été suggérée par

Senior et collaborateurs dès 1980 quand ils ont démontré une réponse chimiotactique

spécifique des leucocytes et des fibroblastes pour la tropoélastine et les fragments

protéolytiques d'élastine insoluble (Senior et coll., 1980).

A ce jour, trois récepteurs capables d’interagir avec la tropoélastine ou les peptides

d’élastine sont connus : le complexe récepteur de l’élastine (CRE), l’intégrine V3 et la

galectine-3.

a. Le complexe récepteur de l’élastine

i) Nature du complexe

Le complexe récepteur de l’élastine est dérivé du complexe lysosomal de la

-galactosidase. Il est exprimé à la surface de nombreux types cellulaires (Hinek et coll.,

1988). Il est composé de trois sous-unités : une protéine périphérique de 67 kDa qui lie les

peptides d’élastine nommée Elasting-Binding Protein (EBP), une protéine protectrice /

cathepsine A de 55 kDa et une neuraminidase-1 de 61 kDa qui est associée à la membrane

(Figure 6). L’EBP est un variant d’épissage de la -galactosidase lysosomale (Hinek et coll.,

1988). La β-galactosidase humaine (β-Gal, EC 3.2.1.23) est une enzyme qui hydrolyse les

résidus galactosyls terminaux liés en β. Sa forme active est une protéine de 64 kDa localisée

au niveau du lysosome où elle participe à la dégradation des molécules intracellulaires.

La β-galactosidase est codée par le gène glb1 situé au locus p21.33 du chromosome 3.

Celui-ci produit 2 transcrits de 2,4 kb et 2 kb de longueur. Le plus long transcrit comprend les

16 exons du gène et semble exprimé 10 fois plus que la forme courte. Il code pour la β-

galactosidase. Celle-ci est d’abord exprimée sous forme d’un précurseur de 84 kDa qui, après

clivage par une cathepsine B, devient la forme active de la β-galactosidase de 64 kDa

(Okamura-Oho et coll., 1997).
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Figure 6 : Le complexe récepteur de l’élastine.

Composé de trois sous-unités : la neuraminidase-1 transmembranaire (Neu1), la proteine protectrice

(PP) et l’Elastin-Binding Protein (EBP) qui possède un site de fixation aux peptides d’élastine et un

site galactolectine qui fixe des galactosides.

Le second transcrit code pour une forme enzymatiquement inactive d’environ 59 kDa.

L’épissage alternatif qu’il subit consiste en deux délétions successives (Figure 7). La première

concerne les exons 3, 4 et induit un décalage du cadre de lecture de l’exon 5. La seconde

concerne l’exon 6 et restitue le cadre de lecture initial. Les séquences codées par les exons 1,

2 et 7 à 16 sont donc identiques à celles de la β-galactosidase. Cette forme inactive est appelée

S-Gal pour spliced galactosidase ou EBP. Contrairement à la β-galactosidase active qui est

adressée au lysosome, l’EBP est enzymatiquement inactive et est adressée à la membrane

(Privitera et coll., 1998).

L’EBP possède deux sites d’interaction. Un site d’interaction avec les peptides d’élastine

où elle lie VGVAPG avec une grande affinité (Blood et coll., 1988). Elle possède également

un site galactolectine dont l’occupation par des galactosides réduit considérablement l’affinité

du site récepteur pour ses ligands. C’est pourquoi le lactose est communément utilisé comme

antagoniste de ce récepteur.

Neu-1

EBP

Peptide d’élastine
Galactoside

Site de fixation des
peptides d’élastine

Site galactolectine

PP
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Figure 7 : Schéma représentant l'épissage du transcrit primaire de la β-Gal.

A) transcrit complet conduisant à la traduction de la β-galactosidase, B) transcrit épissé conduisant à

la traduction de S-Gal (Privitera et coll., 1998).

La protéine protectrice / cathepsine A (PPCA, EC 3.4.16.1) est synthétisée comme un

zymogène de 54 kDa et, dans le lysosome, elle est transformée en deux sous-unités de 32 et

20 kDa, reliées entre elles par des ponts disulfures (Galjart et coll., 1990). Dans le lysosome,

PPCA possède une activité sérine protéase. PPCA semble protéger la neuraminidase et la β-

galactosidase de la digestion intralysosomale. Des études ont montré qu’aucune activité

catalytique n’est requise pour cette fonction de protection (Bonten et coll., 1995).

La neuraminidase lysosomale (Neu-1, EC 3.2.1.18) est synthétisée sous forme d’une

préproenzyme de 45,5 kDa qui peut être glycosylée et maturée en une protéine de 48,3 kDa.

Cette enzyme est responsable du clivage des acides sialiques terminaux de différents

sialoconjugués (Achyuthan et Achyuthan, 2001; Seyrantepe et coll., 2003). Dans les cellules,

la PPCA et la Neu-1 sont associées dans le lysosome et à la surface cellulaire. Lorsque le

signal d’internalisation C-terminal de Neu-1 est phosphorylé, le complexe PPCA/Neu-1 se

retrouve en abondance à la surface des cellules (Hinek et coll., 2006).
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ii) Ligands connus

La spécificité de l'EBP ne se limite pas au VGVAPG ou aux séquences peptidiques

produites par la dégradation de l'élastine. En effet, la laminine a également été montrée

comme pouvant se lier à l’EBP avec une affinité proche de celle de l'élastine (Mecham et

coll., 1989). La séquence reconnue par l'EBP est LGTIPG, un segment hydrophobe trouvé

dans le domaine V de la chaîne de la laminine B1. En outre, le domaine 7S du collagène de

type IV a été présenté comme étant chimiotactique pour les neutrophiles par l'intermédiaire de

sa liaison à un récepteur membranaire de 67 kDa qui présentaient composition en un acide

aminé très semblable à celle de l’EBP (Senior et coll., 1989). Ces résultats suggèrent que le

complexe récepteur de l'élastine pourrait avoir un large éventail de ligands.

A ce jour, on connaît de nombreuses séquences pouvant interagir avec ce récepteur. On y

note notamment celles comportant la séquence consensus XGXXPG, comme les peptides

d’élastine VGVAPG et PGAIPG mais également d’autres séquences comme VAPG ou VGV

(Hauck et coll., 1995; Faury et coll., 1998). De tous les ligands connus pour le CRE, la

séquence VGVAPG est sans doute celle qui a été la plus étudiée et caractérisée.

b. L’intégrine αVβ3

Les intégrines sont des récepteurs d’adhérence de type hétérodimères  qui relaient des

signaux externes en provenance de la matrice extracellulaire vers le cytosquelette et des

effecteurs de signalisation (Vicente-Manzanares et coll., 2009). Parmi la famille des

intégrines, seule l’intégrine V3 semble interagir avec la tropoélastine. Cette interaction,

démontrée en 2004, n’implique pas le motif RGD classiquement reconnu par ce récepteur

(Rodgers et Weiss, 2004).

La séquence reconnue par l’intégrine semble localisée dans la partie C-terminale de la

tropoélastine. Le rôle précis de cette interaction reste incertain même s’il est couramment

admis que celle-ci pourrait être importante dans le cadre de l’élastogenèse.
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c. La galectine-3

Les galectines sont des lectines animales et humaines qui lient les β-galactosides

(Barondes et coll., 1994). À ce jour, 14 membres de la famille des galectines ont été identifiés

(Hirabayashi et coll., 2002).

La galectine-3 possède une courte extrémité N-terminale de 12 acides aminés qui contient

un site de phosphorylation sur une sérine qui réglemente son ciblage cellulaire. Elle présente

par ailleurs une répétition de type collagène riche en résidus glycine et proline, qui sert de

substrat pour les MMP, et un domaine C-terminal d'environ 130 acides aminés qui lui permet

de reconnaître les sucres (Barondes et coll., 1994; Gong et coll., 1999). La galectine-3 est

principalement localisée dans le cytoplasme. Toutefois, bien que la galectine-3 ne contienne

pas de séquence signal consensus pour sa sécrétion ou sa translocation nucléaires, elle peut

migrer vers le noyau et/ou être sécrétée hors de la cellule par l'intermédiaire de la voie non-

classique de sécrétion après sa synthèse (Moutsatsos et coll., 1987; Hughes, 1999).

La galectine-3 est largement exprimée dans les cellules normales et tumorales et est

impliquée dans la croissance cellulaire, l'adhérence cellulaire, la différenciation cellulaire et la

progression tumorale (Liu et coll., 2002; Rabinovich et coll., 2002; Takenaka et coll., 2004).

Des évidences cliniques ont montré une corrélation entre le taux élevé d'expression de la

galectine-3 dans les cellules tumorales malignes et les propriétés de plusieurs types de cancer

(Lotan et coll., 1994; Xu et coll., 1995). En conséquence, la galectine-3 semble être une

protéine associée au cancer qui joue un rôle important au cours de la cancérogenèse et/ou la

progression tumorale

Certaines données de la littérature laissent à penser que la galectine-3 peut interagir avec

l’élastine fibreuse et transduire les signaux des peptides d’élastine (Ochieng et coll., 1999;

Pocza et coll., 2008). C’est pourquoi, certains auteurs considèrent que la galectine-3 pourrait

être un récepteur de l’élastine. Toutefois, des études additionnelles doivent être produites pour

étayer cette théorie.
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4. Signalisation

Les voies de signalisation induites par les peptides d’élastine semblent être très

différentes selon le type de cellules stimulées (cf. Tableau 1, page 29). Les voies les mieux

connues sont celles en aval du complexe récepteur de l’élastine.

Ces phénomènes sont souvent dépendants d’une augmentation de la concentration de

Ca2+ cytosolique libre [Ca2+]i (Fulop et coll., 1986). C’est pourquoi de nombreuses études ont

porté dans un premier temps sur l’étude de l’effet des peptides d’élastine sur la [Ca2+]i. Les

peptides d’élastine augmentent la [Ca2+]i et inhibent sa sortie chez les fibroblastes dermiques,

les monocytes et les cellules musculaires lisses artérielles. Le blocage de la sortie de calcium

se ferait via une pompe Ca2+ calmoduline dépendante (Jacob et coll., 1987) et la stimulation

par un récepteur couplé à une protéine G (Fulop et coll., 1986; Hauck et coll., 1995).

Chez les fibroblastes dermiques humains, les PE augmentent l'expression de

procollagenase-1, dont la forme est essentiellement active dans la réaction stromale (Brassart

et coll., 2001). La voie des MAP Kinases tient un rôle central dans la signalisation conduisant

à ce phénomène (Duca et coll., 2002). Dans ce système, ERK 1/2 est activée à la fois par la

protéine kinase A dépendante de l'AMPc (PKA) et par la phosphatidylinositol 3-kinase

(PI3K). L'activation de ERK 1/2 nécessite sa phosphorylation par des protéines kinases

extracellulaires activées par des mitogènes (MEK 1/2), qui sont elles-mêmes généralement

phosphorylées et activées par les kinases nommées Raf (Houslay et Kolch, 2000). Chez les

mammifères, la famille Raf est composée de trois membres: Raf-1, A-Raf et B-Raf. Par

rapport à Raf-1, B-Raf est un activateur fort de la voie ERK, tandis que A-Raf est plus faible

(Chong et coll., 2003; Mercer et Pritchard, 2003). Raf-1 est activé par la protéine Ras, mais

d'autres activateurs tels que la protéine kinase C ou la PI3K ont également été signalés

(Dhillon et Kolch, 2002). La phosphorylation de Raf-1 sur Ser338 est essentielle pour son

activation (Mason et coll., 1999). Trois classes de PI3K ont été caractérisées (Anderson et

Jackson, 2003), mais seulement celles qui appartiennent à la classe I, qui comprend les sous-

classes IA et IB, ont été démontrées pour activer ERK 1/2. Cette activation se fait au niveau

de Raf-1 ou MEK 1/2 (King et coll., 1997; Takeda et coll., 1999; Mas et coll., 2003).
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V. Devenir cellulaire

1. Survie cellulaire

a. Facteurs de survie cellulaire

La survie des cellules dépend de différents facteurs à action autocrine ou paracrine.

Expérimentalement, une cellule isolée de ses voisines entre en apoptose si elle n’est pas

supplémentée par le ou les facteurs de survie approprié(s). Diverses hormones, cytokines et

facteurs de croissance jouent un rôle de facteur de survie. Cependant, toutes les hormones ou

cytokines ne sont pas des facteurs de survie, certaines sont de puissants inducteurs d’apoptose

(Kiess et Gallaher, 1998). L’IGF-1 et l’interleukine 3 (IL-3) régulent l’apoptose de nombreux

types cellulaires. D’autres molécules de signalisation ont une action restreinte à un ou

quelques tissus cibles. L’IGF-1 agit en tant que facteur de survie en activant la voie

Ras/MAPK (mitogen activated protein kinase) et/ou la voie PI3K/Akt.

b. La voie de survie Ras-Raf-MEK-ERK

Les trois membres de la famille Ras, H, N et K-Ras, sont des régulateurs clés des voies de

transduction des signaux de prolifération cellulaire, de différenciation, de survie et d'apoptose

(Omerovic et Prior, 2009). Ras est activé par une grande variété de stimuli extracellulaires, y

compris les facteurs de croissance, les hormones et les contacts entre les cellules et la matrice

extracellulaire. Le haut degré d'homologie des différentes isoformes de Ras suggère qu'elles

sont fonctionnellement identiques mais une accumulation de preuves révèle que l’activation

des effecteurs s’effectue par les différentes isoformes de Ras. Les isoformes de Ras sont

également situées sur différents microdomaines membranaires, renforçant l’idée d'une

fonctionnalité et d’une régulation distincte de ces protéines (Wolfman, 2001; Omerovic et

coll., 2007).

La forme active de Ras est liée à un GTP alors que la forme inactive est liée à un GDP.

Le cycle de Ras est régulé par des facteurs d’échange de nucléotide guanine (guanine–

nucleotide exchange factors, GEFs) qui favorisent le remplacement des nucléotides liés à Ras,

favorisant l’état actif lié au GTP. Suite à une stimulation extracellulaire, Ras est activé suite
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au recrutement de GEFs à la membrane plasmique, où est situé Ras (Overbeck et coll., 1995).

Ras lié au GTP active alors un certain nombre d'effecteurs en aval.

La cible de Ras la mieux caractérisée est la sérine/thréonine kinase Raf, qui conduit à

l'activation de la voie ERK qui joue un rôle majeur dans la prolifération cellulaire et la

différenciation (Ramos, 2008).

L'activation de la voie Ras/Raf/MEK/ERK est en mesure de promouvoir des processus

cellulaires différents et parfois opposés. Par exemple, une activation longue et importante de

la voie ERK induit un arrêt du cycle cellulaire qui peut provoquer la sénescence (Tresini et

coll., 2007), l'apoptose (Tang et coll., 2002) ou la différenciation (Cowley et coll., 1994),

alors qu'une activation soutenue, mais de plus faible niveau de ERK, est une caractéristique

commune de prolifération cellulaire dans de nombreux systèmes (Pages et coll., 1993).

Plusieurs études ont suggéré que Ras et ses effecteurs en aval Raf/MEK/ERK sont des

médiateurs importants de la survie induite par les facteurs de croissance dans de nombreux

types cellulaires (Borasio et coll., 1989; Borasio et coll., 1993; Nobes et Tolkovsky, 1995).

Il est aussi établi que la voie Raf/MEK/ERK promeut dans certaines circonstances la

survie cellulaire (Xia et coll., 1995; Parrizas et coll., 1997; Anderson et Tolkovsky, 1999;

Bonni et coll., 1999).

c. La voie de survie PI3K/Akt

i. La phosphoinositide-3 kinase

Les lipides transmembranaires jouent un rôle important dans la transduction du signal.

Par exemple, le 4,5-phosphatidylinositol-diphosphate (PIP2) peut être activé en 3,4,5-

phosphatidylinositol-triphosphate (PIP3) par phosphorylation en position 3’ par une PI3K. Il

existe trois classes de PI3K qui différent en fonction de la spécificité du substrat et de leurs

sous-unités catalytiques et régulatrices (Anderson et Jackson, 2003). Les PI3K possèdent un

domaine catalytique (PI3Kc) qui est retrouvé dans les PI4-kinases (Wymann et Pirola, 1998;

Vanhaesebroeck et coll., 2001). Les PI3K présentent également un site d'homologie avec la
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protein kinase C (domaine C2) et les PI3-kinases I et II possèdent un site de fixation à la

petite protéine G Ras (domaine RasB).

Les produits des PI3K que sont le PIP2 et le PIP3 se fixent aux domaines pleckstrine

(domaine PH) de diverses molécules de signalisation. La protéine-kinase-1 phospho-inositide-

dépendante (PDK1) est une de ces molécules.

Il devint rapidement clair que la PI3K est l'une des principales voies anti-apoptotiques en

réponse à l'activation d'un large éventail de signaux tels que les facteurs de croissance et

d'attachement à la matrice extracellulaire (Cantley, 2002). La protéine sérine/thréonine

kinases Akt (aussi appelée protéine-kinase B, PKB) est le principal effecteur transduisant les

signaux de survie en aval de la PI3K.

ii. La Ser/Thr kinase Akt

Akt est une protéine d’environ 480 résidus qui comporte un domaine PH en N-terminal et

un domaine kinase C-terminal homologue à ceux de la PKA et de la PKC (Brazil et coll.,

2002). Les organismes multicellulaires expriment trois isoformes d’Akt : α, β, γ.

Le domaine PH qui est très conservé entre les 3 isoformes est crucial pour l’activation de

la kinase. Il fixe le PIP3 et permet son recrutement à la membrane (Andjelkovic et coll., 1997;

Frech et coll., 1997). Seulement, Akt n’est pas activée par la liaison de ses lipides cibles à son

domaine PH. L’activation requiert la phosphorylation de sa Thr 308, qui est située dans la

boucle d’activation d’Akt. Cette phosphorylation est catalysée par la PDK-1, kinase

constitutivement active dont le domaine PH fixe également les 3-phospho-inositides. PDK-1

phosphoryle aussi la Ser 473 d’Akt qui est nécessaire à sa complète activation. Muter les

résidus du domaine PH d’Akt nécessaires à la fixation des lipides bloque sa phosphorylation

in vitro par la PDK-1. Cependant, l’élimination de ce domaine PH affranchit Akt du besoin de

3-phospho-inositides. Ceci suggère que la liaison d’Akt à ces lipides ancrés dans la membrane

induit un changement de conformation qui permet à la PDK-1 de phosphoryler et donc

d’activer Akt. C’est donc la colocalisation d’Akt et de la PDK-1, assurée par les 3-phospho-

inositides, qui conduit à l’activation d’Akt. C’est ainsi l’action de la PI3K qui est

fonctionnellement responsable de ce processus.
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2. L’apoptose

a. Définition

L'apoptose est un programme physiologique de "suicide cellulaire" essentiel pour le

développement embryonnaire, le fonctionnement du système immunitaire et le maintien de

l'homéostasie des tissus des organismes multicellulaires.

L’apoptose est un phénomène particulièrement conservé au cours de l’évolution, qu’il

s’agisse des phases de son déroulement ou des gènes impliqués dans son exécution et sa

régulation. Ainsi quelque soit le type cellulaire et l’inducteur, les cellules subissant le

processus d’apoptose présentent des modifications morphologiques et biochimiques

identiques et caractéristiques.

Sur le plan morphologique, la chromatine d’une cellule en apoptose se condense, formant

des masses denses accolées à l’enveloppe nucléaire. La cellule perd ensuite ses contacts avec

les cellules adjacentes. Simultanément, la cellule se rétracte, présente un aspect

"bourgeonnant" puis se fragmente, donnant naissance à des corps apoptotiques (Figure 8). Au

cours du processus d’apoptose, les organites ne présentent pas d’altérations particulières et la

membrane plasmique conserve son intégrité structurale et fonctionnelle. Le devenir des corps

apoptotiques dépend du système cellulaire considéré. In vivo, ils sont phagocytés par des

macrophages ou des cellules avoisinantes. In vitro, les cellules apoptotiques se détachent du

support de culture et subissent une lyse cellulaire. Sur le plan biochimique, une série

d’événements aboutit à la cessation irréversible des activités cellulaires. On peut citer le

clivage de l’ADN en fragment de tailles variables, la translocation des phosphatidylsérines du

feuillet cytoplasmique au feuillet externe de la membrane plasmique ou des altérations du

cytosquelette (clivage de diverses protéines de structure comme l’actine par exemple). Ces

altérations résultent de l’action de protéases, les caspases, spécifiquement activées au cours de

la phase d’engagement des cellules dans le processus d’apoptose.



Introduction

40

Figure 8 : Caractéristiques morphologiques de la mort cellulaire par apoptose.

Schéma illustrant les changements morphologiques au cours de l’apoptose. Au début, la chromatine

se condense en périphérie du noyau. Le corps cellulaire rétrécit, bien que la plupart des organites

restent intacts. Plus tard, le noyau et le cytoplasme se fragmentent, formant des corps apoptotiques

qui sont phagocytés par des cellules proches (Kuby, 1997).

b. Les voies apoptotiques

Il existe deux voies par lesquelles l’activation des caspases est déclenchée : la voie

apoptotique extrinsèque et la voie intrinsèque.
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La voie extrinsèque est activée par l'engagement des récepteurs de mort à la surface

cellulaire (Ashkenazi et Dixit, 1998). La liaison de ligands tels que FasL et le TNF aux

récepteurs Fas et du TNF (TNFR), induit la formation d’un complexe de signalisation, qui, à

son tour, recrute la caspase-8 et promeut l’activation de la cascade des procaspases (Boldin et

coll., 1996; Muzio et coll., 1996).

La voie intrinsèque est déclenchée par divers stimuli extracellulaires et intracellulaires,

comme le retrait de facteurs de croissance (Letai, 2006), l’hypoxie (Weinmann et coll., 2004),

les dommages à l'ADN (Zhang et Xu, 2000) et l’induction d’oncogènes (Canman et Kastan,

1995). Les signaux qui sont transduits en réponse à ces stress convergent principalement aux

mitochondries.

Des protéines de la famille Bcl-2 peuvent gouverner la perméabilisation de la membrane

mitochondriale externe provoquant la libération du cytochrome c. Des membres pro-

apoptotiques tels que Bad, Bak, Bax et Bcl-XS induisent ce phénomène alors que des

membres anti-apoptotiques tels que Bcl-XL et Bcl-w l’empèchent.

La protéine Bad (Bcl-2 associated death promoter) est un membre pro-apoptotique

impliqué dans le déclenchement de l’apoptose. Contrairement à la plupart des protéines de la

famille Bcl-2, elle ne possède pas de domaine Ct transmembranaire à la membrane externe de

la mitochondrie ni de séquence de ciblage nucléaire. Quand elle est déphosphorylée, celle-ci

forme un hétérodimère avec Bcl-2 et Bcl-XL, permettant de les inactiver. L’apoptose est alors

déclenchée par la formation de pores au niveau de la membrane externe mitochondriale grâce

aux protéines Bax/Bak. Le cytochrome c est alors libéré dans le cytoplasme où un large

complexe protéique, nommé apoptosome, contenant le cytochrome c, le facteur activant les

protéases apoptotiques (APAF1) et la caspase-9, va provoquer l’activation des caspases en

aval comme la caspase-3 (Zou et coll., 1997).

c. Les caspases

L’apoptose dans les cellules de mammifères est médiée par une famille des protéases

connues sous le nom de caspases (Cohen, 1997). Les caspases sont des cystéine-protéases

ayant une cystéine dans une séquence conservée QACXG de leur site actif. Elles clivent leurs

substrats protéiques après un résidu aspartate situé dans des séquences consensus de type
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DEVD, YVHD, VEID, etc. Ces deux caractéristiques sont à l’origine du terme caspase

(Cysteinyl aspartate-specific proteinase). Pour maintenir le programme apoptotique sous

contrôle, les caspases sont d'abord exprimées dans les cellules sous forme de précurseurs

inactifs ou procaspases. Lorsque les caspases initiatrices, telles que la caspase-8 et la caspase-

9, sont activées par oligomérisation, elles clivent les précurseurs des caspases effectrices,

comme la caspase-3, la caspase-6 et la caspase-7. Les caspases initiatrices sont capables

d'auto-activation et ont généralement un long prodomaine. Des études cristallographiques ont

révélées que la caspase active est un tétramère de deux hétérodimères, donc contenant deux

sites actifs (Walker et coll., 1994; Wilson et coll., 1994; Rotonda et coll., 1996). Les caspases

effectrices ont besoin des caspases initiatrices pour leur activation par clivage. Les caspases

effectrices activées vont à leur tour cliver un ensemble spécifique de substrats protéiques.

Certains membres de cette famille de protéines (caspase-1, -11) sont impliqués dans le

clivage intracellulaire de cytokines pro-inflammatoires spécifiques, incluant l’IL-1 et l’IL-18

(Fantuzzi et Dinarello, 1999). D’autres effecteurs, tels que la caspase-3 et -7, sont les

effecteurs de l'apoptose puisque le clivage de leurs substrats conduit aux modifications

morphologiques associées à l'apoptose, dont la dégradation de l'ADN, la condensation de la

chromatine, et de la formation de corps apoptotiques (Lakhani et coll., 2006).

3. La sénescence

a. Définition

Le mot sénescence dérive du latin senex qui veut dire âgé. La sénescence cellulaire a été

décrite pour la première fois par Moorhead et Hayflick en 1961 (Hayflick et Moorhead,

1961). Ils ont découvert qu’après de nombreux doublements, la prolifération des fibroblastes

dermiques humains diminuait. Les cellules entrent alors dans une forme d'arrêt du cycle

cellulaire permanent qui est connu sous le nom de sénescence réplicative. Ces cellules qui

sont viables sont incapables de se diviser pendant de nombreuses semaines en culture malgré

la présence de nutriments et de facteurs de croissance.

Peu de temps après cette découverte, la constatation que les cellules normales ne

prolifèrent pas indéfiniment a engendré deux hypothèses. La première hypothèse découle du

fait que de nombreuses cellules cancéreuses prolifèrent indéfiniment en culture. La
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sénescence cellulaire a été proposée comme un mécanisme anticancéreux ou suppresseur de

tumeur. Dans ce contexte, la sénescence a été jugée bénéfique, car elle protégeait les

organismes du cancer. La deuxième hypothèse découle du fait que la régénération et la

réparation tissulaire se dégradent avec l'âge. La sénescence cellulaire mime le vieillissement,

ou la perte de capacité de régénération, des cellules in vivo. Dans ce contexte, la sénescence

cellulaire a été jugée néfaste, car elle diminue la capacité de renouvellement des tissus et

contribue à leur perte de fonction.

b. Caractéristiques des cellules sénescentes

Une cellule sénescente montre des changements morphologiques typiques, comme un

cytoplasme aplati de granularité accrue.

Les fibroblastes dermiques humains sénescents sont généralement plus grands, moins

mobiles, et présentent une densité de saturation diminuée par rapport au fibroblaste en début

de culture. En outre, la taille du noyau et la quantité d'ARN, de protéines, de glycogène, des

lipides et des lysosomes sont tous augmentés.

Au niveau biochimique, la sénescence est accompagnée par des changements dans le

métabolisme et l'induction de la β-galactosidase acide (Dimri et coll., 1995). Au niveau

génétique, des modifications de la structure chromatinienne et de l'expression génique sont

observées.

VI. Les céramides

1. Généralités

Les céramides sont des sphingolipides au même titre que la sphingosine et la

sphingosine-1-phosphate. Toutes ces molécules sont des messagers primordiaux impliqués

dans divers processus biologiques et, notamment, la réponse cellulaire au stress, l’induction

de l’apoptose, la différenciation et la régulation de la croissance cellulaire (Perry et Hannun,

1998).
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Les céramides sont composés d'un squelette sphingosine lié à un acide gras par une

liaison amide (Figure 9). Les propriétés fondamentales de cette molécule se retrouvent sur les

carbones 1 à 5 du squelette sphingosine. Des groupes hydroxyles primaire et secondaire sont

en positions C1 et C3. Un groupe aminé sert à la liaison de l'acide gras en C2 et une double

liaison en trans est localisée entre le C4 et le C5. Cette double liaison est importante car elle

donne au céramides une conformation qui les rendent biologiquement actifs (Hannun, 1994).

La formation d’une liaison hydrogène intramoléculaire a lieue entre les groupes hydroxyles en

C1 et C3 qui est stabilisée par la présence de la double liaison (Simon et Gear, 1998).

CH3

OH

OH

NH

O

(CH2)nCH3

1
2

3
4

5

Figure 9 : Structure chimique des céramides

Il existe des céramides avec des acides gras contenant de 2 à 28 atomes de carbone, soit

saturé ou mono insaturé.

Quand un céramide sert de précurseur à d'autres sphingolipides, son site majeur de

modification se situe sur le groupe hydroxyle en C1. Celui-ci peut alors servir comme

accepteur de glucose dans la première étape de synthèse des glycosphingolipides (Popa et

Portoukalian, 2003) ou comme un accepteur de phosphorylcholine pour obtenir de la

sphingomyéline (Bernert et Ullman, 1981). Inversement, dans la voie catabolique, le céramide

est clivé sur la liaison amide pour obtenir de la sphingosine et un acide gras. Le céramide

constitue aussi le squelette hydrophobe de tous les sphingolipides complexes

(sphingomyéline, cérébroside, ganglioside, etc.).

2. Propriétés physiques

Les céramides avec une chaîne d'acide gras de 16 carbones ou plus sont les plus retrouvés

au niveau cellulaire (Kolesnick et coll., 2000). Les céramides sont extrêmement hydrophobes,

en comparaison avec d’autres lipides membranaires. En conséquence, les céramides libres ne

peuvent pas exister en solution dans les fluides biologiques. L’hydrophobie des céramides
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explique leur abondance dans la couche cornée, la barrière qui évite à l'eau de s'évaporer à

travers la peau (Wertz et Downing, 1983).

Les céramides ne peuvent exercer leurs actions qu'au niveau membranaire, où ils peuvent

agir sur des protéines membranaires, liées en permanence ou transitoirement à la membrane.

Leur action peut avoir lieu de deux manières.

Sur les protéines qui ne présentent pas de sites de fixation spécifique pour eux, les

céramides semblent agir en induisant des changements locaux des propriétés physiques de la

membrane ; par exemple, en augmentant l'ordre des chaînes de lipides qui peuvent en retour

modifier l'activité enzymatique. Les protéines intégrales sont très sensibles aux changements

dans la double couche lipidique et/ou à la fluidité (Watts, 1993). Dans certains cas, les

changements induits par les céramides peuvent agir sur l'affinité de la protéine pour la

membrane (Sawai et coll., 1997; Igarashi et coll., 1999).

Les céramides peuvent également se fixer à des sites spécifiques sur la protéine cible et

moduler ainsi son action enzymatique. Ce mécanisme peut opérer non seulement sur les

protéines qui sont liées en permanence aux membranes (van Blitterswijk, 1998) mais aussi

aux protéines transitoirement recrutées à la bicouche où les céramides sont localisés (Chalfant

et coll., 1999).

3. Biosynthèse des céramides

Comme présenté sur la Figure 10, les céramides résultent de la condensation de novo

d’une sérine avec un acyl-coA, le palmitoyl-coA étant le plus couramment utilisé (Williams et

coll., 1984). Cette réaction libère la 3-cétosphinganine ensuite réduite en dihydrosphingosine

sous l’action d’une oxydoréductase NADPH dépendante (Stoffel et Henning, 1968). La

céramide synthase (dihydrocéramide synthase ou sphinganine acyl-transféase) catalyse alors

l’acylation de la dihydrosphingosine en dihydrocéramide (N-acylsphinganine). La céramide

synthase existe probablement sous plusieurs isoformes, différant selon leur spécificité de

substrat et leur localisation tissulaire (Pewzner-Jung et coll., 2006).

Les céramides sont ensuite formés sous l’action d’une désaturase (dihydrocéramide

réductase) intervenant en C4,5 de l’amine sphingoïde (Rother et coll., 1992), réaction de

désaturation NAD-dépendante. Alternativement, les céramides pourraient résulter de
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l’acylation de la sphingosine sous l’action d’une N-acyltransférase non encore identifiée

(Narimatsu et coll., 1986). Il semble que les céramidases puissent exercer une synthèse

inverse des céramides via un processus ATP-dépendant en l’absence d’acyl-coA (Gatt, 1966).

Les céramides s’accumulent sur la face cytosolique du réticulum endoplasmique lisse

(Mandon et coll., 1992) où ils peuvent être réorientés vers d’autres compartiments

subcellulaires (translocation à la membrane plasmique ou transit intra-golgien notamment) et

être utilisés comme précurseurs dans la synthèse de sphingolipides complexes

(sphingomyéline, glycosphingolipides).

La sphingomyéline (SM) peut être pour sa part une source non négligeable de céramide

par l’action de sphingomyélinases spécifiques (SMases) (Gomez-Munoz, 1998). Il a été

montré que de nombreux agonistes incluant le TNF-, l’endotoxine, l’interferon , les

interleukines, le NGF, les radiations ionisantes, les agents chimiothérapiques et la chaleur

stimule l'hydrolyse de la SM pour produire des céramides et de la phosphorylcholine

(Hannun, 1994; Heller et Kronke, 1994; Hannun, 1996).

4. Voies associées à leur formation

Les céramides sont de puissants activateurs de sérine/thréonine protéines kinases et

phosphatases, appelées CAPK ou CAPP pour ceramide activated protein kinase/phosphatase

(Dobrowsky et Hannun, 1992), dont le rôle a récemment été évoqué en tant que médiateurs de

l’apoptose et dans l’arrêt de croissance cellulaire induits par les céramides (Wolff et coll.,

1994; Nickels et Broach, 1996; Reyes et coll., 1996). Ces enzymes ont pour cibles

d’importants régulateurs de croissance et d’apoptose comme c-jun (Reyes et coll., 1996), Akt

(Salinas et coll., 2000), la protéine kinase C α (Lee, 1996) et Bcl-2 (Ruvolo et coll., 1999).

Les céramides peuvent également inhiber la phospholipase D mais aussi favoriser la

diminution d’expression de c-myc, induire la libération de prostaglandine E2 et réguler de

nombreuses protéines kinases et d’autres voies de signalisation impliquées dans la régulation

de la croissance cellulaire (Mathias et coll., 1993; Hannun et Luberto, 2000).
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Figure 10 : Voies de biosynthèse des céramides

Les céramides peuvent également cibler de façon directe ou indirecte la mitochondrie et

altérer la transition de perméabilité membranaire, à l’origine de la libération de ROS et de la

libre diffusion de facteurs apoptotiques (caspases, cytochrome c). L’accumulation de

céramides mitochondriaux a ainsi été mise en évidence dans les hépatocytes traités par le

TNF-α (Garcia-Ruiz et coll., 1997). Ce pool issu de sphingomyélines mitochondriales peut

induire le relargage du cytochrome c (Birbes et coll., 2001) mais aussi initier les signaux de

mort cellulaire en agissant directement sur l’activité des protéines de la famille Bcl-2, en

favorisant leur déphosphorylation, à la fois par l’activation d’une phosphatase mitochondriale

(Ruvolo et coll., 1999) et l’inhibition de la protéine kinase C α (Lee, 1996) (Ruvolo et coll.,

1998). L’accumulation de céramides dans la mitochondrie pourrait également induire un
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découplage de la chaîne respiratoire menant à la génération de ROS (Garcia-Ruiz et coll.,

2000).

De nombreux agonistes physiologiques ou environnementaux, stimuli de stress ou agents

cytotoxiques, sont capables de moduler la synthèse et la dégradation des céramides. Ce mode

de transduction en réponse à différents agonistes est aujourd’hui bien décrit. Le TNF-α

(Jayadev et coll., 1994), l’IL-1-β (Mathias et coll., 1993), l’interféron  (Kim et coll., 1991),

certaines hormones et cytokines (Quintans et coll., 1994; Strum et coll., 1995; Catalan et coll.,

1996), le ligand de Fas (Cifone et coll., 1994), différents stress environnementaux comme les

radiations ionisantes (Wright et coll., 1996), le choc thermique (Chang et coll., 1995),

l’hypoxie (Turinsky et coll., 1991), de nombreux agents pharmacologiques (Jaffrezou et coll.,

1995; Chmura et coll., 1996; Tettamanti et coll., 1996) et de drogues chimiothérapeutiques

(Hannun, 1996; Mathias et coll., 1998) sont autant de stimuli agissant via une régulation des

sphingolipides endogènes, résultant en l’augmentation des taux de céramides et/ou de

sphingosines intracellulaires, générateurs d’un arrêt de la croissance cellulaire, de

différenciation ou d’apoptose.

5. Céramides et vieillissement

Dans les cellules de mammifères, les céramides sont impliqués dans le programme de

sénescence cellulaire. La concentration intracellulaire de céramides endogènes est élevée chez

les FDH en sénescence. L'ajout de céramides à des fibroblastes en culture induit la

déphosphorylation (et donc l'activation) de la protéine suppresseur de tumeur du

rétinoblastome (Rb), inhibe le régulateur du cycle cellulaire CDK2 (Lee et coll., 2000),

augmente les concentrations des inhibiteurs de cdk p21/Sdi et p27/Kip1 (Ciacci-Zanella et

coll., 1998), provoque un arrêt du cycle cellulaire (Jayadev et coll., 1995) et induit la

sénescence cellulaire (Venable et coll., 1995; Mouton et Venable, 2000). Plus récemment, les

céramides endogènes ont été impliqués dans l'inhibition de l'activité de la télomérase dans des

lignées cellulaires humaines en inhibant la transcription du gène de la télomérase humaine

hTERT (Ogretmen et coll., 2001b), fournissant ainsi un lien entre la sénescence induite par les

céramides et la télomérase. Un mécanisme de cette inhibition implique une dégradation de

l'oncoprotéine c-Myc médiée par l'ubiquitine, un régulateur important de la transcription de



Introduction

49

hTERT (Ogretmen et coll., 2001a). Toutes ces études corroborent fortement un rôle important

des céramides dans la régulation de la voie de la sénescence cellulaire.

Le stress oxydatif, un processus clé dans la formation des espèces réactives de l'oxygène,

a clairement été impliqué dans le vieillissement cellulaire et des organismes (Sohal et

Weindruch, 1996). La voie des céramides est régulée par le stress oxydatif, la concentration

cellulaire de glutathion (GSH) régulant l'hydrolyse de la sphingomyéline afin de générer des

céramides (Liu et Hannun, 1997). Il a été proposé que, lorsque la concentration de GSH

baisse, l’hydrolyse de la sphingomyéline se produit, conduisant à la production de quantités

importantes de céramides. Récemment, la production de céramides médiée par le stress

oxydatif a été liée à la maladie neurodégénérative appelée sclérose latérale amyotrophique

(SLA) ou maladie de Charcot (Cutler et coll., 2002; Acharya et coll., 2003). Plus précisément,

la concentration de céramides est sensiblement élevée dans la moelle épinière des tissus

provenant de patients atteints de SLA avec des mutations de la superoxyde dismutase Cu/Zn.

L'inhibition de la synthèse des sphingolipides empêche la mort des cellules neuronales,

indiquant un possible dérèglement dans une enzyme de synthèse de novo des sphingolipides.

Une des possibilités est que l'enzyme des protéines de la famille LAG (Longevity Assurance

Gene) est altéré dans la SLA. Pris ensemble, ces résultats suggèrent que le stress oxydatif

affecte la formation des céramides et ils impliquent les céramides dans la médiation de

certains des effets du stress oxydatif sur la sénescence et l'apoptose. En outre, le stress

oxydatif régule le gène suppresseur de tumeur p53 (Sharpless et DePinho, 2002) qui est un

régulateur de la sénescence. Des études ont montré que l'induction de p53 entraîne une

élévation de la concentration en céramides (Dbaibo et coll., 1998) par le biais d'un mécanisme

encore non identifié.

Les mécanismes par lesquels le céramide peut conduire au vieillissement cellulaire ou de

l’organisme sont variés. Dans certains cas, cela concerne la signalisation des céramides par

elle-même et, dans les autres cas, cela concerne les précurseurs et/ou les produits de

dégradation des sphingosines. Les études chez la levure et d'autres organismes modèles

comme la drosophile commencent à discerner les liens entre le métabolisme des

sphingolipides, la réponse au stress et le contrôle métabolique. Des études supplémentaires

sont attendues pour clarifier ces liens et leurs mécanismes dans la régulation de la durée de

vie de l’organisme.
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But du travail

Cette étude a été réalisée au sein du Laboratoire de SiRMa "Signalisation et récepteurs

matriciels" de l'UFR Sciences Exactes et Naturelles de Reims, appartenant à l'UMR CNRS

6237 MEDyC "Matrice Extracellulaire et Dynamique Cellulaire". La thématique développée

dans l'Unité est l'étude des interactions Matrice Extracellulaire-Cellules dans les conditions

physiopathologiques. Une des équipes du laboratoire SiRMa travaille en particulier sur

l’élastine et l’implication des peptides dans la signalisation cellulaire. Son champ de

recherche s’étend de l’étude de la progression tumorale à l’étude du processus de

vieillissement.

L'élastine est une protéine de la matrice extracellulaire responsable de l'élasticité des

tissus. Cependant, la dégradation de ce polymère au cours du vieillissement génère des

peptides bioactifs appelés peptides d’élastine (PE). Les PE sont capables de réguler la

prolifération cellulaire, le chimiotactisme et l’expression de protéases.

Quand des fibroblastes dermiques humains sont stimulés par des PE, une activation

importante de la voie Raf-1/MEK1/2/ERK1/2 par la PI3K/p110 est observée. Elle aboutit à

la production d’une métalloprotéinase matricielle, la MMP-1. Cette activation peut être abolie

par des galactosides tels que le lactose.

Les voies Raf-1/MEK1/2/ERK1/2 et la voie PI3K/Akt sont des voies de signalisation

liées à la survie cellulaire. Comme les peptides d’élastine sont produits au cours du

vieillissement, nous avons émis l’hypothèse qu’ils pourraient modifier l’homéostasie

tissulaire en favorisant la survie de cellules qui devraient normalement être éliminées par

apoptose, notamment des cellules ayant accumulé des dommages au niveau de leur ADN.

Le but de notre travail a donc été dans un premier temps d’étudier cette action possible

des PE sur des fibroblastes dermiques humains issus de sujets matures. Pour cela, nous avons

induit la mort cellulaire en traitant ces cellules avec des céramides en présence ou absence de

PE. Les résultats de cette étude constituent la partie 1 des résultats.

Au cours du vieillissement, les cellules perdent leur capacité de signalisation suite à une

stimulation par les PE. Ce phénomène inexpliqué est appelé "découplage du récepteur".
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Comme l’explication la plus simple pourrait être la diminution de l’expression du complexe

récepteur de l’élastine, nous avons, dans un second temps, étudié l’expression de ce récepteur

en fonction de l’âge et l’influence des peptides d’élastine sur l’expression de ce complexe.

Ces résultats sont rapportés dans la partie 2.
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Matériels et Méthodes

I. Matériels

Le milieu de culture est du Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM+1000mg/L

Glucose+GlutaMax I™+Pyruvate). Il provient, ainsi que la trypsine, de Life Technologies

(Cergy Pontoise, France).

Le sérum de veau fœtal (SVF) est fourni par la société PAN-Biotech-Gmbh (Dutcher

S.A., Brumath, France).

Les anticorps polyclonaux de lapin anti-phospho-Akt (Thr308 et Ser473) et anti-phospho-

Bad (Ser136), le U0126 (inhibiteur de MEK 1/2) et le LY294002 (inhibiteur de PI3K)

proviennent de Cell Signaling Technology (Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France).

Le tampon PBS, les antibiotiques, l’anticorps monoclonal de souris anti-β-actine,

l'anticorps anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase de Raifort, l'anticorps anti-IgG de souris

couplé à la peroxydase de Raifort, le bisbenzimide H33342 (Hoechst), les C2-céramides et les

autres réactifs ont été achetés chez Sigma (Saint-Quentin Fallavier, France).

Le kit de dosage protéique BCA provient de la société Interchim (Montluçon, France). Le

réactif de chimioluminescence (Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus)

provient de Perkin-Elmer Life Sciences (Villebon-sur-Yvette, France).

II. Cultures cellulaires

1. Modèle cellulaire utilisé

Dans notre étude, nous avons utilisé des fibroblastes dermiques humains (FDH). Le

fibroblaste est une cellule différenciée d'origine mésenchymateuse qui présente de longs

prolongements cytoplasmiques (Tarin et Croft, 1969). Sa richesse en organites

cytoplasmiques témoigne de sa grande activité métabolique. Les fibroblastes s'apparentent à
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des cellules de type inflammatoire par leur capacité à migrer, proliférer, à s'attacher, à

modifier leur phénotype, à synthétiser et à dégrader les molécules du tissu conjonctif, et à

maintenir l'intégrité tissulaire (Tomasek et coll., 2002). Toutes ces propriétés dépendent de

l'environnement du fibroblaste, matriciel et cellulaire, et permettent d'influencer les

populations cellulaires partageant leur territoire, principalement grâce aux cytokines (Zeisberg

et coll., 2000). Les fibroblastes prédominent dans les tissus conjonctifs, synthétisent les

éléments de la MEC incluant la tropoélastine, les collagènes de type I et III, des

protéoglycanes, la thrombospondine, la fibronectine, etc. : cette matrice leur permet de

maintenir leur caractère différencié (Chang et coll., 2002; Tomasek et coll., 2002). Ils

synthétisent également les protéases intervenant dans le catabolisme et le renouvellement des

constituants matriciels dont de nombreuses MMPs (Simian et coll., 2001). Les fibroblastes se

distinguent de beaucoup de types cellulaires par leurs capacités à conserver sa morphologie en

culture. A confluence, le phénomène d'inhibition de contact contraint les fibroblastes en

culture à limiter leur prolifération et à constituer une monocouche cellulaire, caractéristique

des fibroblastes normaux (Adolphe et Barlovatz-Meimon, 1988).

2. Obtention des fibroblastes dermiques à partir d’explant de peau

Les fibroblastes sont isolés à partir de biopsies de peau de patients sains d’âge contrôlé,

après obtention de leur consentement et sous couvert d’anonymat. Les explants de peau sont

placés dans du PBS stérile, et débarrassés de leur couche adipeuse avant d'être réduits en

petits fragments. Ceux-ci sont placés dans une flasque de culture de 75 cm2 et sont recouverts

de milieu de culture composé de DMEM contenant du Glutamax® comme source de

glutamine supplémenté de 20% de sérum de veau foetal (SVF, acheté chez PAN-Biotech-

Gmbh, distribué par Dutscher, Brumath, France) et de 200 UI/ml de pénicilline et 50 µg/ml de

streptomycine. Les cultures sont maintenues sous atmosphère humide à 37°C et 5% de CO2 et

le milieu est changé deux fois par semaine. Au bout de 4 à 5 semaines environ, les premières

cellules sortent des explants et arrivent rapidement à confluence. Les cellules sont alors

trypsinées pour être réensemencées.
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3. Entretien des cellules

Les cellules sont cultivées en flasques de 75 cm2 dans une étuve à 37°C sous atmosphère

humide à 5% de CO2. Leur croissance s’effectue dans du milieu DMEM supplémenté avec

10% de SVF décomplémenté et des antibiotiques à raison de 200 U de pénicilline/ml et 50 µg

de streptomycine/ml. Le temps de doublement des FDH est de 48 heures.

4. Obtention de sous-culture par trypsination

Au bout d’une semaine, les fibroblastes vont recouvrir la totalité de la surface des

flasques: c’est ce qu’on appelle un état de confluence. Ils subissent alors un "passage": les

cellules sont incubées pendant 5 min en présence de trypsine (0,05% p/v) à 37°C pour les

détacher de leur support et les individualiser puis elles sont diluées au quart dans un milieu

nouvellement préparé aux concentrations vues précédemment. Les cellules sont utilisées du

3ème au 7ème passage.

5. Mise au repos des cellules

La mise au repos des cellules correspond à une privation en facteurs de croissance

permettant, d’une part d’éteindre les voies de signalisation induites par ces derniers et, d’autre

part de synchroniser les cellules au même stade du cycle cellulaire, afin que celles-ci

répondent de manière coordonnée à une stimulation par un agoniste.

Les FDH, cultivées dans les conditions précédemment citées et ayant atteint un taux de

confluence de 90%, sont lavées deux fois avec du PBS stérile (pH 7,4) thermostaté à 37°C

afin d’éliminer le SVF résiduel. Les cellules sont ensuite mises en présence de DMEM

pendant 24 h à 37°C sous atmosphère humide à 5% de CO2.
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III. Préparation des peptides d’élastine

L’élastine fibreuse insoluble extraite du ligament de la nuque de boeuf peut être

solubilisée par la potasse en milieu éthanolique (Jacob et Hornebeck, 1985). Cette méthode

d’hydrolyse génère des peptides d’élastine solubles en milieu aqueux appelés -élastine.

L’élastine (1 g) est mise en solution dans 100 ml d’un mélange d’éthanol-eau 80/20 (v/v)

contenant de la potasse 1 M. Le mélange est agité pendant 1 h à 37°C. Cette température

favorise la solubilisation de l’élastine. Le surnageant est récupéré par centrifugation (12500 g,

4°C, 10 min). Le culot d’élastine fibreuse non hydrolysée est soumis à un nouveau cycle

d’hydrolyse organo-alcaline avec une nouvelle solution éthanol-eau 80/20 (v/v) contenant de

la potasse 1 M. Toutes les heures, le surnageant obtenu est neutralisé par de l’acide

perchlorique puis décanté pendant la nuit à 4°C. Après centrifugation, les sels de perchlorate

formés qui ont sédimenté au fond du tube sont éliminés. Le surnageant contenant la kE est

dialysé contre de l’eau distillée puis lyophilisé.

Les peptides ainsi générés sont appelés peptides d’élastine (PE). Ils présentent une grande

hétérogénéité de masse moléculaire. Ils sont fractionnés en fonction de leur masse moléculaire

par chromatographie d’exclusion diffusion (gel de Séphadex G-100). La fraction homogène

majoritaire, dont la masse moléculaire est de 75 kDa, a été retenue pour nos différentes

expérimentations.

IV. Stimulation des cellules par les peptides d’élastine

Pour l’extraction protéique, les fibroblastes sont ensemencés à raison de 6 × 105 cellules

par flasques de 25 cm2. Pour les marquages nucléaires, les fibroblastes sont ensemencés à

raison de 5 × 104 cellules par puits dans des plaques 24 puits (1,88 cm2/puits).

Les cellules sont mises à incuber à 37°C sous 5% de CO2. Celles-ci recouvrent

entièrement le fond des puits en 48 heures. Après 2 lavages au PBS, elles sont mises au repos

pendant 24 heures. Le jour de l’expérience, les cellules sont rincées 2 fois avec du tampon

PBS puis incubées avec de la kE à 50 µg/ml dans du DMEM à différent temps.
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Pour mesurer l’apoptose, les fibroblastes sont cultivés et stimulés comme précédemment

mais, dans ce cas, des C2-céramides (20 µM dilués dans du DMSO) sont utilisés pour induire

la mort cellulaire.

Dans le cas de l'utilisation d'inhibiteurs pharmacologiques, ces derniers sont incubés de

l h à 3 h en fonction de l'inhibiteur dans du milieu DMEM avant de stimuler les cellules.

V. Marquages nucléaires

L’une des caractéristiques de l’apoptose est la formation de corps apoptotiques. Ce

phénomène sera accompagné d’une condensation et d’une fragmentation de la chromatine.

Les fibroblastes en apoptose sont mis en évidence par marquage au Hoechst 33342

(Figure 11).

Figure 11 : Hoechst 33342

Cette molécule est un marqueur fluorescent qui se fixe à l’ADN double brin au niveau de

séquences riches en Adénine-Thymine. Son maximum d’excitation se trouve à 340 nm

(violet) et son maximum d’émission à 465 nm (bleu).

Les fibroblastes en nécrose sont mis en évidence par marquage à l’iodure de propidium

(Figure 12). Ce fluorochrome se fixe à l’ADN double brin. Il pénètre facilement dans les

cellules nécrosées pour les marquer mais il ne peut pas traverser la membrane plasmique des

cellules vivantes.
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Figure 12 : Structure chimique de l’iodure de propidium

Cette molécule absorbe les radiations dans le bleu-vert (493 nm) et émet une fluorescence

dans le rouge (630 nm).

Les fibroblastes sont traités avec de la kE et des C2-céramides comme décrit plus haut.

Dans le cas où des inhibiteurs sont utilisés (LY294002 et U0126), ils sont pré-incubés 1 heure

avant la stimulation. Le lactose est, pour sa part, pré-incubé 3 heures avant.

La solution mère de Hoechst (10-2 M dans de l’eau distillée) est diluée au 1/1000 dans du

PBS. Après 20 heures de stimulation, les puits sont vidés de leur milieu et du Hoechst est

ajouté. Les cellules sont incubées 15 min à 37°C. L’iodure de propidium est alors ajouté (10

mg/ml dilués au 1/1000 dans du PBS). Le marquage et la morphologie des noyaux sont

évalués en utilisant un microscope à fluorescence Nikon Eclipse TE300.

Les cellules en apoptose sont identifiées par un marquage bleu intense de la chromatine

condensée ou une fragmentation nucléaire. Les cellules en nécrose sont caractérisées par une

fluorescence rouge émise par la chromatine.

VI. Cytométrie de flux

Pour l’analyse de l’apoptose, nous avons utilisé le MACS® Annexin V-FITC Kit

(Miltenyi biotec, Paris, France). Les cellules apoptotiques sont marquées à l’annexine V.

Dans les cellules, la phosphatidylsérine (PS) est localisée au niveau du feuillet

intracellulaire de la double couche lipidique. Dès les premières étapes de l’apoptose, une

redistribution des molécules de PS a lieu vers le feuillet extracellulaire. L’annexine V est une

protéine de 35 kDa qui a une haute affinité pour la PS en présence de concentrations
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physiologiques de calcium. Afin de visualiser les molécules d’annexine V qui se sont fixées

sur les membranes cellulaires, celles-ci sont couplées à un fluorophore appelé FITC

(Fluorescein Iso Thio Cyanate) (Figure 13). Celui-ci émet des radiations dans le vert à

520 nm.

Figure 13 : Structure chimique de l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC)

Comme le conjugué annexine V-FITC se fixe aussi au niveau des cellules en nécrose, un

marquage au 7AAD (7-amino-actinomycin D) est également utilisé. Le 7AAD s’intercale

entre les doubles brins de l’hélice d’ADN. Il est exclu par les cellules viables mais peut

facilement pénétrer les membranes cellulaires des cellules en nécrose.

Les cellules sont cultivées et stimulées en plaque 6 puits. La stimulation est arrêtée par

ajout de PBS froid et les cellules sont remises en suspension dans un tampon de fixation. Elles

sont ensuite incubées avec le conjugué annexine V-FITC pendant 15 min à température

ambiante et incubées pendant 10 min avec du 7AAD. La fluorescence est analysée par

cytométrie de flux par un appareil FACScalibur.

VII. Test d’activité caspase-9

Le test d’activité caspase-9 est réalisé à l’aide d’un kit commercial appelé FLICA

Apoptosis Detection Kit (Serotec, Düsseldorf, Allemagne). Il utilise une nouvelle approche

pour détecter les caspases actives. La méthode est basée sur l’utilisation d’un fluorochrome

inhibiteur de caspase (FLICA). Ces inhibiteurs sont perméables à la membrane cellulaire et

O OOH

COOH

N
C

S



Matériels et Méthodes

60

non cytotoxiques. Une fois à l’intérieur de la cellule, une molécule de type FAM-LEHD-FMK

se fixe de façon covalente sur les caspase-9 actives.

Cette molécule possède la séquence polypeptidique LEHD qui se fixe de façon spécifique

sur la caspase-9. En N-terminal, cette séquence présente de la carboxyfluorescéine (FAM)

pouvant émettre des radiations vertes. Elle possède un groupement fluorométhyl cétone

terminal (FMK) en C-terminal. Quand le FAM-LEHD-FMK (FLICA) entre dans le site actif

d’une caspase-9 active (grâce à sa séquence LEHD), le groupement FMK réagit avec le résidu

cystéyl catalytique de l’enzyme ce qui permet au FLICA de fluorescer dans un panel de

longueurs d’onde allant de 515 nm à 535 nm par excitation à 488 – 492 nm. Les réactifs qui

ne se sont pas fixés diffusent dans le milieu de culture sans émettre de fluorescence.

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 12 puits au fond desquels sont placées

des lames de microscopes. Après une mise au repos de 24 heures, les cellules sont stimulées

avec les différents traitements aux temps étudiés. Le milieu est ensuite éliminé et remplacé

par un nouveau milieu contenant une solution de FLICA 30X à un ratio de 1/30. Les cellules

sont incubées 1 heure à 37°C et 5% de CO2. Le milieu est à nouveau éliminé et remplacé par

un milieu contenant du Hoechst 33342 (0,5% v/v). Les cellules sont incubées 5 min à 37°C et

5% de CO2. Le milieu est éliminé et les cellules subissent 2 lavages de tampon (Washing

Buffer 1X). Les cellules sont ensuite fixées par l’agent fixant livré avec le kit et montées sur

une lame de microscope.

Les cellules sont placées sous un microscope à fluorescence utilisant une longueur d’onde

d’excitation de 490nm et qui permet de visualiser radiations émises à 520 nm pour observer la

fluorescence indiquant la présence de caspases actives. Le marquage au Hoechst peut être

visualisé en utilisant un filtre UV d’excitation à 365 nm et d’émission à 480 nm.

VIII. Méthode d’analyse des protéines

1. Préparation des extraits cellulaires totaux

Pour étudier les phosphorylations de protéines, les cellules sont stimulées au cours d’une

cinétique suivant les temps indiqués.
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La réaction est arrêtée par ajout de PBS froid contenant 50 µM d’orthovanadate de

sodium (Na3VO4), un inhibiteur de phosphotyrosyl phosphatases. Les cellules sont ensuite

lavées une fois avec le même tampon, puis elles sont récoltées par grattage et centrifugées 10

min à 400 g et 4°C. Cette opération est répétée 2 fois. Les culots obtenus sont remis en

suspension dans du tampon de lyse (0,5% v/v Triton X-100, 80 mM β-glycérophosphate,

EGTA à 50 mM, Na3VO4 à 1 mM et des inhibiteurs de protéases dans du PBS à pH 7,4). Les

débris cellulaires sont éliminés par centrifugation à 20000 g pendant 30 min à 4°C. Les

protéines des surnageants sont utilisées pour le Western blot. L’ajustement de la concentration

en protéine est réalisé grâce à un dosage protéique.

2. Dosage des protéines selon la méthode BCA

Cette méthode de dosage des protéines (Pierce Chemical, Rockford, IL ; distribué par

Interchim, Montluçon, France) utilise l’acide bicinchoninique (BCA) (Smith et coll., 1985).

Elle consiste en la réduction des ions Cu2+ en Cu+ par les liaisons peptidiques des protéines.

Le BCA chélate les ions Cu+ avec une très forte spécificité pour former un complexe soluble

coloré en violet. La réaction est mesurée par l’absorbance du complexe Cu+ final à une

longueur d’onde de 562 nm. L’absorbance est directement proportionnelle à la concentration

protéique.

La concentration des protéines totales est obtenue en dosant les protéines totales

d'échantillons récoltés lors des différentes fractions obtenues au cours de la purification. Les

échantillons sont dilués dans le PBS. La concentration protéique est calculée à partir de la DO

à 562 nm à partir d’une gamme de concentrations connues en sérum albumine bovine.

200 µl de réactif BCA sont déposés dans les puits d’une plaque 96 puits. 25 μl de chaque

standard sont ajoutés au réactif BCA dans les puits. La plaque est incubée à 37°C. Après 30

min l’absorbance à 562 nm est mesurée pour la gamme et les échantillons.

3. La technique de Western blot

Les échantillons sont chauffés pendant 5 min à 100°C dans un tampon échantillon

réducteur (Tris/HCl 0,25 M pH 6,8 ; bleu de bromophénol 0,1% p/v; SDS 2% p/v; saccharose
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4% p/v; β-mercaptoéthanol 37,5% v/v). Ils sont déposés sur un gel de polyacrylamide 10% en

présence de 0,1% de SDS (SDS-PAGE). La migration s’effectue pendant une nuit à

température ambiante sous une tension constante de 65 V. Les protéines ainsi séparées sont

transférées pendant 1h30 à 4°C, sur une membrane de nitrocellulose (PROTRAN-Schleicher

& Schuell, Dutcher, Brumath, France) par un système de transfert en milieu liquide (Bio-Rad,

Marnes la coquette, France). L’efficacité du transfert est vérifiée par coloration de la

membrane au rouge Ponceau S 0,2% dilué dans de l’acide trichloracétique 3%. La membrane

est saturée pendant une heure à température ambiante avec une solution à 5% de lait écrémé

dans du TBS-T (Tris/HCl 50 mM pH 7,5 ; NaCl 150 mM et 0,1% v/v Tween-20) puis elle est

incubée pendant une nuit à 4°C avec des anticorps primaires de lapin : anti-phospho-Thr308-

Akt (1/400), anti-phospho-Ser473-Akt (1/400) ou anti-phospho-S136-Bad (1/500). Après 5

lavages de 5 min avec du TBS-T, la membrane est incubée pendant 1 heure à température

ambiante avec un anticorps secondaire anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase de Raifort

(1/1000). La membrane est encore lavée 5 fois 5 min au TBS-T puis 2 fois 10 min au TBS.

Les immunocomplexes sont détectés par chimiluminescence grâce au kit ECL (Perkin-Elmer

Life Sciences, Villebon-sur-Yvette, France) et exposés à un film Kodak BioMax MR.

Pour vérifier l'égalité du dépôt protéique, la membrane est déshybridée dans un tampon

adéquat (Tris/HCl 62,5 mM pH 6,7, β-mercaptoéthanol 10 mM, SDS 2% p/v) à 55°C pendant

30 min. Après 5 lavages de 1 h dans du TBS-T/azide 0,02% p/v, elle est saturée et incubée

une nuit à 4°C avec un anticorps de souris anti-β-actine (1/5000) dilué dans la solution de

blocage. Le lendemain, après 5 lavages de 5 min avec du TBS-T, la membrane est incubée

pendant 1 heure à température ambiante avec un anticorps secondaire anti-IgG de souris

couplé à la peroxydase de Raifort (1/10000). Les immunocomplexes sont détectés par

chimiluminescence grâce au kit ECL et exposés à un film Kodak BioMax MR.

4. Immunoprécipitation

Les cellules sont lavées deux fois dans du PBS froid contenant 50 µM de Na3VO4, grattés

puis centrifugées (400g, 10min, 4°C). Les culots cellulaires sont traités avec du tampon de

lyse 1% (1% v/v Brij-98 (Sigma) ; 10 mM Tris/HCl pH 7,4 ; 150 mM NaCl ; 5 mM EDTA ;

10% v/v glycérol ; 1 mM Na3VO4) et un cocktail d’inhibiteur de protéase pendant 15 min à

4°C. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation (20000g, 20 min, 4°C). La
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concentration protéique est déterminée selon la méthode BCA. Des quantités égales de

protéines sont incubées avec une quantité appropriée d’anti-14-3-3 ζ pendant 1 h à 4°C. Les

complexes antigène/anticorps sont précipités par incubation avec 40 µl de protéine G-

Sépharose pendant 1 h. Les complexes antigène/anticorps sont lavés avec du tampon de lyse

1%, puis 3 fois avec du tampon de lyse 0,1% (0.1% v/v Brij-98 ; 10 mM Tris/HCl pH 7,4 ;

150 mM NaCl ; 5 mM EDTA ; 10% v/v glycérol; 1 mM Na3VO4)]. Les protéines

immunoprécipitées sont solubilisées et chauffées pendant 5 min à 100°C dans du tampon de

charge de Laemmli. Les billes sont éliminées par centrifugation (10000g, 1 min, 4°C). Les

protéines immunoprécipitées sont séparées par SDS-PAGE en condition réductrice.

IX. Les méthodes de biologie moléculaire

1. Extraction des ARN totaux

Après traitement de 24 h à la kE (50 µg/ml) les cellules sont centrifugées 10 min à 400g.

Le milieu est éliminé et 1 ml de Trizol (Sigma Aldrich, St Quentin en Yvelines, France) est

ajouté sur le culot cellulaire. Celui-ci est remis en suspension par des aller/retour à la pipette

puis en vortexant le tube. Après une incubation de 5 min à température ambiante, 200 µl de

chloroforme/IAA (24:1 v/v) sont ajoutés. Chaque échantillon est agité vigoureusement deux

fois puis incubé 3 min à température ambiante. Après une centrifugation de 15 min à 12 000 g

à 4°C, la phase aqueuse est récupérée. Les étapes à partir de l’ajout de chloroforme sont

effectuées une deuxième fois. 500 µl d’isopropanol sont ajoutés à la phase aqueuse récupérée.

Les échantillons sont agités doucement par inversion des tubes puis incubés 10 min à

température ambiante. Ils sont ensuite centrifugés à 12 000 g pendant 10 min à 4°C. Le

surnageant est éliminé et un culot blanc apparaît. Celui-ci est lavé avec 1 ml d’éthanol 75% et

subit une centrifugation de 7500 g pendant 5 min à 4°C. Le surnageant est à nouveau éliminé

et le culot est séché à température ambiante. Une fois sec, le culot est remis en suspension

dans 30 µl d’eau bidistillée (RNase-free).
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2. Vérification de l’intégrité des extraits d’ARN

Le dosage de la concentration d’ARN des échantillons est effectué par

spectrophotomètrie à 260 nm et est exprimé en µg/mL. La valeur est mesurée par la formule :

[ܴܰܣ] = ଶ଺଴ܱܦ × 40 × ݂ܽ ݐܿ݁ ݊݋ݐ݅ݑ݈݅݀݁݀ݎݑ

Le rapport des densités optiques mesurées à 260 nm et 280 nm permet de détecter une

éventuelle contamination en protéines des ARN. Si le rapport est supérieur à 1,8, on considère

qu’il n’y a pas de contamination.

La migration des extraits d’ARN dans un gel d’agarose 1% (p/v) permet de vérifier la

qualité des ARN et l’absence d’ADN génomique, en présence de bromure d’éthidium (BET).

Celui-ci est un agent intercalant des acides nucléiques qui lorsqu'il est exposé à des

rayonnements ultraviolets devient fluorescent avec une couleur rouge-orangée. La présence

d’ADN génomique est mise en évidence par la présence de bandes ayant peu migré dans le

gel.

3. La RT-PCR

L'acronyme RT-PCR signifie Reverse Transcriptase-PCR, soit une PCR après

transcription inverse de l’ARN en ADN complémentaire (ADNc). Il s'agit donc d'une PCR

classique réalisée sur un ADNc.

a. La RT

La RT a été mise au point pour utiliser les ARN comme matrice d'amplification de la

PCR. Elle est certainement la méthode la plus sensible pour détecter (et éventuellement

quantifier), les ARN messagers au niveau d'un organe, d'un tissu ou d'une cellule. Dans ce but

elle est souvent réalisée in situ c'est à dire sur du matériel biologique fixé.

L'une des difficultés de cette méthode concerne la préparation des ARN qui peuvent être

très facilement dégradés et contaminés par de l'ADN génomique. La RT est réalisée grâce au

kit Verso cDNA (Thermoscientific, Courtaboeuf, France).
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Pour cette manipulation, 1 µg d’ARN totaux par échantillon est utilisé. Pour un tube, la

réaction de RT est effectuée en utilisant 4 µl de cDNA synthesis buffer 5X, 2 µl de dNTP 5

mM, 0,25 µl d’oligodT, 0,75 µl d’hexamères, 1 µl de Verso® enzyme, 1 µl de RT Enhancer,

QSP 20 µl d’eau.

Le RT Enhancer est inclus pour optimiser la réaction de RT et éliminer une

contamination éventuelle en ADN génomique. La réaction est réalisée dans un appareil de

type eppendorf Mastercycler®. Les échantillons sont incubés 30 min à 42°C, puis l’enzyme

Verso® est inactivée par incubation à 95°C pendant 5 min. Les échantillons sont conservés à -

20°C.

b. PCR de vérification de la RT

En 1983, Kary Mullis inventa un procédé qu'il appela PCR, permettant de résoudre un

problème en génétique : copier et amplifier des brins d’ADN (Mullis et coll., 1986).

PCR est l'abréviation de l’expression anglaise Polymerase Chain Reaction ou réaction en

chaîne par polymérase (le terme français équivalent, Amplification en Chaîne par

Polymérisation ou ACP, est rarement utilisé).

La PCR utilise les molécules biologiques que la nature utilise pour copier de l’ADN :

deux amorces qui balisent le début et la fin de la séquence d’ADN à copier ; une enzyme

appelée polymérase qui parcourt la séquence d’ADN, lisant le code génétique et fabriquant

une copie ; et les acides nucléiques nécessaires à la polymérase.

La réaction se fait en différentes étapes : 1) Dénaturation de l’ADN cible ; 2) Hybridation des

amorces ; 3) Extension des amorces. Ces 3 étapes se font à des températures différentes. La

PCR consiste à répéter ce cycle de 3 étapes thermiques dans un même tube afin d’obtenir un

grand nombre de copies d’ADN.

Afin de vérifier que la RT a été capable de produire les ADNc, nous effectuons une PCR

avec des amorces actine. La PCR est réalisée grâce au kit Eurobluetaq ADN Polymerase

(Eurobio, Les Ulis, France).

Pour un tube, la PCR est effectuée en utilisant 2,5 µl de tampon 10X, 0,75 µl de MgCl2

50 mM, 0,5 µl de dNTP 10 mM, 1 µl d’amorces (sens et antisens 10 µM chacun), 0,1 µl



Matériels et Méthodes

66

d’Eurobluetaq® et QSP 24,5 µl d’eau. 0,5 µl de produit de RT est ajouté et sert de matrice de

départ.

La réaction, réalisée dans un appareil de type Eppendorf Mastercycler®, est débutée par

une activation de l’Eurobluetaq de 3 min à 94°C suivi de 30 cycles définis comme suit : 1 min

à 94°C (dénaturation), 1 min à 60°C (hybridation amorces), 1 min à 72°C (élongation). La

réaction est terminée par une étape à 72°C de 10 min. Les produits de réaction sont observés

en présence de BET sous UV après séparation sur un gel d’agarose à 1,8% (p/v).

4. La PCR quantitative

Cette technique consiste à mesurer la quantité d’ADN polymérisé à chaque cycle grâce à

un marqueur fluorescent. Elle permet de mesurer quantitativement l’expression des gènes.

Pour appliquer la PCR à l’étude de l’expression des gènes, une étape supplémentaire,

précédant l’étape d’amplification a été nécessaire : il s’agit de la RT qui a permis de convertir

des ARNm en ADN complémentaires ou ADNc. La PCR se fait ensuite en présence d’un

fluorophore et la cinétique d’accumulation de la fluorescence qui traduit la quantité initiale

d’ARN messagers est mesurée. L’évolution de cette cinétique peut être représentée par une

courbe dont l’allure est celle d’une sigmoïde (Figure 14).

Figure 14 : Augmentation de la fluorescence au cours du temps

Cette courbe peut être divisée en 3 phases. Pendant la première phase la fluorescence ne

se démarque pas du bruit de fond. Puis la visualisation de l’augmentation de la fluorescence

passe par une phase exponentielle (deuxième phase) avant de ralentir et atteindre un plateau

(dernière phase). Pendant la phase exponentielle, la quantité de produit de PCR obtenue est

directement proportionnelle au nombre de copies initiales du fragment d’ADN amplifié.
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Pendant la phase exponentielle, la quantité d’ADN (N) dépend de la concentration initiale en

ADN (N0) du nombre de cycle (C) et de l’efficacité (E).

ܰ = ܰ଴ × ௖ܧ

La phase en plateau correspond à un ralentissement de l’amplification qui est dû le plus

souvent à l’épuisement d’un des réactifs de la PCR comme les amorces. La PCR quantitative

repose sur un nouveau principe de quantification : "on n’observe plus combien mais à quel

moment". Ce moment correspond à un nombre de cycles appelé Ct (Cycle seuil ou Threshold

Cycle). Le seuil, déterminé par l’utilisateur après analyse des profils de fluorescence,

correspond à un niveau de fluorescence suffisamment bas pour que les courbes

d’amplification soient en phase exponentielle mais suffisamment élevé pour être au dessus du

bruit de fond.

Le Ct correspond au nombre de cycles pour lequel la barre seuil coupe la courbe

d’amplification (Figure 15).

Figure 15 : Détermination du cycle seuil.

Plusieurs technologies permettent de mesurer la fluorescence. Nous avons utilisé la

technique du SYBR Green.

La molécule SYBR Green n’émet un signal fluorescent que si elle se fixe dans le petit

sillon de l’ADN double brin. Ainsi, lors d’une PCR en présence de SYBR Green,

l’augmentation de la fluorescence va refléter l’augmentation de la quantité d’ADN double

brin va générer un signal fluorescent. Grace à un système d’enregistrement de la fluorescence,

la progression de l’amplification peut être suivie à chaque cycle et en temps réel. Une

limitation de ce système de détection est due au fait que la fluorescence mesurée soit non

spécifique. Chaque molécule d’ADN double brin présente dans une PCR est quantifiée, y

Ct
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compris donc les produits PCR non spécifiques ainsi que les dimères d’amorce. Une analyse

des courbes de dissociation est donc nécessaire pour s’assurer que la fluorescence mesurée

correspond ben au produit d’amplification attendu.

Les produits sont détectés grâce à un appareil de type Chromo4TM Real-time PCR

Detector (Biorad, Marnes-la-Coquette, France). Le kit utilisé est le Absolute SYBR Green

Rox Mix (Thermoscientific, Courtaboeuf, France). La réaction débute par l’activation de la

Taq polymérase à 95°C pendant 15 min suivi de 40 cycles définis comme suit: 10 secondes à

95°C, 1 minute à 60°C. La fluorescence est mesurée à la fin de chaque cycle. L’acquisition et

le traitement des données se faisant grâce au logiciel Opticon Monitor v3.1.32.

Pour cette PCR quantitative, nous avons utilisé des amorces spécifiques des gènes

d’intérêt (Tableau 2).

Transcrit Séquences des amorces Taille (pb) Tm (°C)

Actine
Sens : 5’-GTGTGACGTGGACATCCGC-3’

Antisens : 5’-CTGCATCCTGTCGGCAATG-3’

91

60

EBP
Sens : 5’-TCCAGACATTACCTGGCAGCT-3’

Antisens : 5’-ATGTTGCTGCCTGCACTGTT-3’

110

-Gal
Sens : 5’-GCTGGTTATCCTGAGGCCC-3’

Antisens : 5’-CGGAGGAGCGGAGAAGAATA-3’

104

PPCA
Sens : 5’-AATCTCTATGCCCCGTGTGCT-3’

Antisens : 5’-TGGCAGGCGAGTGAAGATG-3’

102

Neu-1
Sens : 5’-AATGCCCGAAACCAGAACAAC-3’

Antisens : 5’-CGCCATGAGGTACCATTGCT-3’

239

Tableau 2 : Séquences des amorces utilisées en PCR quantitative

X. Analyse statistique des résultats

Toutes les expériences ont été réalisées trois fois et en triplicate. Les résultats sont

exprimés en tant que la moyenne affectée de l’erreur standard à la moyenne (SEM). La

comparaison entre les groupes a été faite en utilisant le test t de Student pour des échantillons

non appariés. Les résultats sont considérés comme statistiquement significatifs à p<0,05.
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survie cellulaire
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Rôle des peptides d’élastine dans la survie
cellulaire

Au cours du vieillissement, les cellules normales telles que les FDH subissent une

accumulation de stress du à l’environnement, la nutrition ou des modifications génétiques

(Bree et coll., 2002). Elles accumulent ainsi des structures endommagées qui, suivant la

gravité de la lésion, sont soit éliminées par autophagie ou déclenchent un phénomène

apoptotique (Terman et coll., 2007). C’est pourquoi les cellules saines ont une durée de vie

limitée et meurent naturellement par apoptose ou entrent dans un état d’arrêt du cycle

cellulaire appelé sénescence réplicative.

Les céramides sont des molécules endogènes produites naturellement par l’organisme.

Physiologiquement, les céramides ont des effets contradictoires suivant leur concentration. A

faible concentration, ces composés provoquent la division cellulaire mais, à forte

concentration, ils induisent l’apoptose (Cutler et Mattson, 2001). De nombreuses études ont

souligné que les céramides s’accumulent dans les tissus au cours du vieillissement en

provoquant l’apoptose cellulaire (Lightle et coll., 2000).

Un céramide se caractérise par son incapacité à se transférer spontanément entre les

bicouches lipidiques. La demi-vie d’échange des céramides dans la bicouche lipidique se

compte en jours (Simon et coll., 1999). Ainsi, même si les céramides sont produits localement

à des concentrations élevées dans les membranes biologiques, des échanges spontanés entre

couches ne peuvent pas jouer un rôle dans la médiation de ses effets biologiques. Cette

propriété a au moins trois conséquences pour la compréhension du mode de fonctionnement

des céramides dans les voies de signalisation.

Tout d'abord, les molécules de signalisation en aval des céramides doivent être

transportées à la membrane, plutôt que ce soit les céramides qui quittent la membrane pour

être transportés au cytosol. Les céramides vont ainsi interagir avec un certain nombre de

protéines cibles, telles que la kinase suppresseur de Ras, la protéine kinase c-Raf et la protéine

kinase C (van Blitterswijk, 1998). Deuxièmement, les céramides doivent interagir avec les

molécules cibles à l'intérieur de la bicouche. Cela pourrait se produire par la protrusion de la

chaîne alkyle des céramides de la double couche lipidique (Kronke, 1999). Mais il n’existe
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pas de preuves expérimentales à l'appui de ce modèle pour les longues chaînes acyles saturés

trouvées dans les céramides. Il convient de souligner que les difficultés rencontrées par les

céramides dans la médiation des signaux cellulaires sont similaires à celles rencontrées par le

diacylglycérol, un cousin de structure des céramides, qui ne subit pas d’échanges entre

couches. Ainsi, le diacylglycérol active la protéine kinase C seulement après que cette

dernière ait été transportée à la membrane (Goni et Alonso, 1999). Troisièmement, les

différentes sous-unités des cibles en amont pourraient interagir avec les céramides, en

fonction de la membrane intracellulaire dans laquelle ils sont produits. Il a d'abord été

supposé que les céramides sont produits exclusivement à la membrane plasmique par

hydrolyse de la sphingomyéline par des sphingomyelinases. Toutefois, il est de plus en plus

évident que les céramides peuvent être générés par le réticulum endoplasmique (Bose et coll.,

1995) et, éventuellement, la mitochondrie (El Bawab et coll., 2000), les lysosomes ou

endosomes (Heinrich et coll., 1999) et dans la membrane nucléaire (Tsugane et coll., 1999),

soit par des voies de synthèse ou de dégradation.

En plus de leurs propriétés biophysiques, les céramides naturels sont insolubles en

milieu aqueux. Ils sont donc difficiles à introduire dans la bicouche lipidique. Les céramides à

chaînes courtes, particulièrement la N-acétyl-D-shingosine (C2-céramide) (Figure 16), sont

des analogues synthétiques solubilisés par l’action du DMSO et perméables aux membranes.

Ils provoquent l’apoptose cellulaire de la même manière que les céramides endogènes. Dans

notre cas, les C2-céramides seront utilisés à une concentration de 20 µM, celle-ci ayant été

déterminée à partir de données bibliographiques et d’expériences préliminaires de mort

cellulaire réalisées au laboratoire.

Figure 16 : Schéma de la N-acétyl-D-sphingosine ou C2-céramide.

L’utilisation de céramides à courte chaîne acyle (C2-céramide) a été beaucoup discutée

bien qu’ils se soient révélés extrêmement utiles dans l'étude de nombreux aspects des voies de

signalisation dans lesquels ils sont impliqués. Remarquablement, ces C2-céramides existent
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naturellement dans la nature, notamment chez les mammifères, suggérant qu'ils pourraient

être plus qu'un simple outil de laboratoire (Lee et coll., 1996; Karasawa et coll., 1999).

I. Effet des PE sur la survie cellulaire

Afin de caractériser la mort cellulaire provoquée par les C2-céramides, nous avons

effectué un marquage des noyaux cellulaires. Le bisbenzimide ou Hoechst 33342 est un

fluorochrome qui pénètre facilement les membranes cellulaires. Il va se fixer sur l’ADN pour

marquer les noyaux cellulaires par émission de fluorescence bleue. Il permet de mettre en

évidence les fragmentations nucléaires et les condensations chromatiniennes spécifiques de

l’apoptose. L’iodure de propidium va, pour sa part, permettre d’observer les cellules en

nécrose. Il pénètre facilement aux travers des cellules dont les membranes sont lésées tout en

étant exclu des cellules saines. Il apparaît une fluorescence rouge des noyaux suite à sa

fixation sur l’ADN.

Après une mise au repos de 24 h, les fibroblastes sont incubés en présence ou en absence

de PE (50 µg/ml) et de C2-céramides (20 µM) durant 20 h. Les noyaux cellulaires sont ensuite

marqués au Hoechst 33342 et à l’iodure de propidium (Figure 17).

Les cellules qui n’ont reçu aucun traitement aux C2-céramides présentent un aspect et

une taille normale (Figure 17A et B). Après 20 h, il apparaît que le traitement aux C2-

céramides provoque une condensation et une fragmentation de la chromatine caractéristiques

de l’apoptose (Figure 17C).

En présence de PE et de C2-céramides, nous observons une forte diminution du nombre

de cellules en apoptose (Figure 17D). Le marquage à l’iodure de propidium ne permet, quant

à lui, de ne marquer qu’un nombre plus restreint de cellules, confirmant le rôle des C2-

céramides dans l’induction de l’apoptose et non de la nécrose.
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Figure 17 : Influence des PE sur la survie cellulaire par double marquage nucléaire au Hoechst et

à l’iodure de propidium.

Les fibroblastes sont incubés pendant 20 h en présence ou en absence de PE (50 µg/ml) et de

C2-céramides (20 µM). Les noyaux cellulaires sont ensuite marqués au Hoechst et à l’iodure de

propidium puis observés en microscopie à fluorescence (grandissement ×40). La barre blanche

représente 100 µm.

Afin d’avoir de plus amples informations sur l’effet des PE sur l’apoptose induite par

les C2-céramides, ce phénomène a été analysé de manière qualitative par cytométrie de flux

(Figure 18). En absence de traitement (Figure 18A), le taux de survie est estimé à 87%. En

accord avec la littérature, ce taux chute à 5% quand les cellules sont traitées avec des

C2-céramides pendant 20 h (Figure 18B). L’effet pro-apoptotique des C2-céramides est

fortement atténué (28%) quand les PE sont présents dans le milieu au cours du traitement

(Figure 18D).

Il est à noter que, tout en favorisant la survie des cellules (Figure 18D, quadrant 3

comparativement à Figure 18B, quadrant 3), les PE semblent également accélérer l’apoptose

induite par les C2-céramides, comme en témoigne l’apparition de cellules en apoptose tardive

(Figure 18B et D, quadrant 2). Ce phénomène est inexpliqué.
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Figure 18 : Influence des PE sur la survie cellulaire

Les fibroblastes sont incubés avec de l’annexine V-FITC et du 7AAD puis analysés par cytométrie en

flux : sans traitement (A), après incubation avec des C2-céramides (B), des PE (C) et des

PE/C2-céramides (D) pendant 20 h. La survie cellulaire est estimée comme un pourcentage déterminé

par le quadrant 3. Les cellules en phases apoptotiques précoce et tardive correspondent au quadrant 4

et 2 respectivement.

Ces expériences montrent que les PE réduisent l’apoptose induite par les C2-céramides.

Les PE pourraient donc avoir un effet protecteur et contribuer à la survie cellulaire de cellules

destinées à mourir.

II. Rôle du complexe récepteur de l’élastine

Les PE sont des produits de dégradation de l’élastine. Ils sont formés de nombreux

oligopeptides de 70 kDa de masse moyenne. Certaines séquences se trouvant dans ces

oligopeptides sont reconnues par un récepteur membranaire appelé le complexe récepteur de
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l’élastine (CRE). Au sein de ce complexe, c’est l’Elastin Binding Protein (EBP) qui interagit

avec les peptides d’élastine. L’action des PE sur l’EBP va générer de nombreux signaux. Le

lactose (1 mM) permet de bloquer la signalisation induite par le complexe récepteur de

l’élastine en se fixant sur le site galactolectine de l’EBP. Cela entraîne une dissociation de

l’EBP du complexe et l’impossibilité de générer un signal.

Nous avons montré précédemment que les PE ont un effet sur la survie cellulaire. Afin

de montrer l’importance du CRE dans le phénomène de survie, les cellules sont traitées avec

des C2-céramides, des PE et/ou du lactose (Figure 19). Conformément aux expériences

précédentes, il y a apparition de nombreux corps apoptotiques en présence de C2-céramides

(Figure 19A) et réduction de l’effet par les PE (Figure 19D). En présence de 1 mM de lactose,

les cellules traitées aux C2-céramides (Figure 19B) et aux C2-céramides/PE (Figure 19E)

présentent une proportion apparente similaire de corps apoptotiques. Le lactose semble donc

empêcher le rôle protecteur des PE.

Les études en cytométrie de flux montrent que le taux de survie en absence de

C2-céramides (Figure 20A) n’est pas affecté par la présence de lactose (Figure 20D). Le taux

de survie après traitement aux céramides est de 5% sans adjonction de lactose (Figure 20B) et

de 17% chez les cellules traitées (Figure 20E). Dans les cellules traitées à la fois par les

C2-céramides et les PE, le taux de survie reste à un taux comparable (15%) (Figure 20F). Ces

données montrent que l’effet protecteur des PE sur l’apoptose induite par les C2-céramides est

réduit en présence de lactose (28% sans lactose, Figure 20C ; 15% avec lactose, Figure 20F).

L’effet inhibiteur du lactose sur l’effet protecteur des PE suggère que le CRE est impliqué

dans le phénomène. La galectine-3 peut être exclue car il a été montré récemment que le CRE

est le récepteur conduisant les effets des PE chez les FDH (Duca et coll., 2007).

On remarque que l’apoptose tardive des cellules est plus importante en présence de

lactose (Figure 20E, quadrant 2) qu’en absence (Figure 20B, quadrant 2). Ce phénomène

persiste quand on ajoute des PE (Figure 20F, quadrant 2). Un phénomène similaire est

également observé sur les cellules sans traitement aux céramides. Le lactose seul n’a pas

d’effet sur la survie des cellules mais on peut toutefois remarquer que, quand il est présent, les

cellules non viables sont plutôt en apoptose tardive (quadrant 2) alors que, quand il est absent,

elles sont surtout en apoptose (quadrant 4). Il pourrait donc s’agir d’une réaction cellulaire à

une modification de leur environnement immédiat. Cette réaction serait amplifiée par les

céramides.
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Figure 19 : Effet du lactose sur la survie cellulaire induite par les PE.

Les fibroblastes sont incubés pendant 20 h : en présence C2-céramides (20 µM) (A) ; en présence de C2-céramides (20 µM) avec du lactose (1mM) (B) ; en

présence de lactose (1mM) (C) ; en présence de C2-céramides (20 µM) avec des PE (50 µg/ml) (D) ; en présence de C2-céramides (20 µM) avec des PE (50

µg/ml) et du lactose (1 mM) (E) ; en présence de lactose (1 mM) avec des PE (50 µg/ml) (F). Les noyaux cellulaires sont ensuite marqués au Hoechst et à

l’iodure de propidium puis observés en microscopie à fluorescence (grandissement ×40). La barre blanche représente 100 µm.
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Figure 20 : Effet du lactose sur la survie cellulaire induite par les PE mesurée par cytométrie en flux.

Les conditions testées sont : sans traitement (A), traitement aux C2-céramides (20 µM) pendant 20 h en absence (B) ou en présence de 50 µg de PE /ml (C), en

présence de lactose (1mM) seul (D) ou avec traitement conjoint aux C2-céramides (20 µM) pendant 20 h, en absence (E) ou en présence de PE (50µg/ml) (F).

Les fibroblastes sont ensuite incubés avec de l’annexine V-FITC et du 7AAD puis analysés par cytométrie en flux. La survie cellulaire est estimée en

pourcentage à partir du quadrant 3. Les cellules en phases apoptotiques précoce et tardive correspondent aux quadrants 4 et 2 respectivement.
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III. Implication de la voie ERK

La signalisation passant par les protéines Raf-MEK-ERK est l’une des principales voies

de survie cellulaire. Celle-ci est activée par les PE dans les FDH (Brassart et coll., 2001).

Nous avons donc naturellement étudié le rôle de cette voie dans la survie cellulaire après

stimulation avec des PE. Pour cela, nous utiliserons un inhibiteur hautement spécifique des

protéines MEK1/2 appelé U0126 et permettant ainsi de bloquer l’activation de la voie

ERK1/2 (Favata et coll., 1998).

Après une mise au repos de 24 h, les fibroblastes sont pré-incubés 1 h avec le U0126 à

10 µM. Ils sont ensuite stimulés avec des C2-céramides (20 µM) et des PE (50 µg/ml) dans du

milieu de culture contenant l’inhibiteur (Figure 21).

En présence ou en absence de U0126, les céramides provoquent l’apparition de nombreux

corps apoptotiques (Figure 21A et B). L’effet protecteur des PE est visiblement conservé qu’il

y ait (Figure 21E) ou pas de U0126 (Figure 21D).

L’addition de U0126 n’a pas d’effet notoire sur les cellules en absence (77 % ; Figure

22D comparée à 87 % ; Figure 22A) ou en présence de C2-céramides (10 % ; Figure 22E

comparée à 5 % ; Figure 22B). De même, le taux de survie des cellules en présence de PE

(Figure 22F) n’est pas très différent de celui observé chez les cellules sans traitement au

U0126 (Figure 22C) (respectivement 38% et 29%).

La voie Raf-MEK-ERK ne semble donc pas intervenir dans la survie cellulaire induite

par les PE. Pour expliquer l’effet des PE, il faut donc se tourner vers une autre voie de survie

cellulaire utilisée par les fibroblastes.
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Figure 21 : Effet du U0126 sur la survie cellulaire induite par les PE.

Les fibroblastes sont incubés pendant 20 h : en présence C2-céramides (20 µM) (A) ; en présence de C2-céramides (20 µM) avec du U0126 (10 µM) (B) ; en

présence de lactose (1mM) (C) ; en présence de C2-céramides (20 µM) avec des PE (50 µg/ml) (D) ; en présence de C2-céramides (20 µM) avec des PE (50

µg/ml) et du U0126 (10 µM) (E) ; en présence de U0126 (10 µM) avec des PE (50 µg/ml) (F). Les noyaux cellulaires sont ensuite marqués au Hoechst et à

l’iodure de propidium puis observés en microscopie à fluorescence (grandissement ×40). La barre blanche représente 100 µm.
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Figure 22 : Effet du U0126 sur la survie cellulaire induite par les PE mesurée par cytométrie en flux.

Les conditions testées sont : sans traitement (A), traitement aux C2-céramides (20 µM) pendant 20 h en absence (B) ou en présence de 50 µg de PE /ml (C), en

présence de U0126 (10 µM) seul (D) ou avec traitement conjoint aux C2-céramides (20 µM) pendant 20 h, en absence (E) ou en présence de PE (50µg/ml)

(F). Les fibroblastes sont ensuite incubés avec de l’annexine V-FITC et du 7AAD puis analysés par cytométrie en flux. La survie cellulaire est estimée en

pourcentage à partir du quadrant 3. Les cellules en phases apoptotiques précoce et tardive correspondent aux quadrants 4 et 2 respectivement.
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IV. Implication de la voie PI3K/Akt

La voie PI3K/Akt est une importante voie de survie. Pour vérifier si cette voie est celle

utilisée par les PE pour induire la survie cellulaire, nous utiliserons un de ses inhibiteurs

appelé LY294002 ou 2-(4-morpholinyl)-8-phényl-4H-1-benzopyran-4-one. Celui-ci agit en se

liant de manière compétitive au site de liaison de l’ATP sur la sous-unité p110 des PI3K de

classes IA, IB, et II (Vlahos et coll., 1994).

Après une mise au repos de 24 h, les fibroblastes sont pré-incubés 1 h avec le LY294002

à 25 µM. Ils sont ensuite stimulés pendant 20 h avec des C2-céramides (20 µM) et des PE

(50 µg/ml) dans du milieu de culture contenant l’inhibiteur (Figure 23).

Contrairement à ce qui avait pu être observé pour le U0126, nous pouvons observer une

forte proportion de corps apoptotiques (Figure 23E) en présence de LY294002 et de PE. Les

mêmes observations peuvent être effectuées en absence de PE (Figure 23B). Ce résultat

suggère donc que l’inhibiteur de PI3K aurait le pouvoir de bloquer les effets anti-apoptotiques

des peptides d’élastine. Cette hypothèse a été confirmée par l’analyse par cytométrie.

En absence de céramides, le LY294002 n’a pas d’effet sur la survie des cellules (Figure

24D comparée à Figure 24A). En présence de céramides, l’inhibiteur semble, par contre, avoir

un léger effet sur la survie des cellules (Figure 24E comparée à Figure 24B). Enfin, l’effet

protecteur des peptides d’élastine vis-à-vis de l’apoptose induite par les céramides semble

réduit en présence de LY294002. Le taux de survie des cellules traitées passe de 28% en

absence d’inhibiteur (Figure 24C) à 10% en sa présence (Figure 24F). Ces résultats suggèrent

donc que le LY294002 bloque l’effet des PE sur la survie cellulaire. Une PI3K semble donc

impliquée dans la survie cellulaire induite par les PE.
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Figure 23 : Effet du LY294002 sur la survie cellulaire induite par les PE.

Les fibroblastes sont incubés pendant 20 h : en présence C2-céramides (20 µM) (A) ; en présence de C2-céramides (20 µM) avec du LY294002 (25 µM) (B) ;

en présence de lactose (1mM) (C) ; en présence de C2-céramides (20 µM) avec des PE (50 µg/ml) (D) ; en présence de C2-céramides (20 µM) avec des PE (50

µg/ml) et du LY294002 (25 µM) (E) ; en présence de LY294002 (25 µM) avec des PE (50 µg/ml) (F). Les noyaux cellulaires sont ensuite marqués au Hoechst

et à l’iodure de propidium puis observés en microscopie à fluorescence (grandissement ×40). La barre blanche représente 100 µm.
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Figure 24 : Effet du LY294002 sur la survie cellulaire induite par les PE mesurée par cytométrie en flux.

Les conditions testées sont : sans traitement (A), traitement aux C2-céramides (20 µM) pendant 20 h en absence (B) ou en présence de 50 µg de PE /ml (C), en

présence de LY294002 (25 µM) seul (D) ou avec traitement conjoint aux C2-céramides (20 µM) pendant 20 h, en absence (E) ou en présence de PE (50µg/ml)

(F). Les fibroblastes sont ensuite incubés avec de l’annexine V-FITC et du 7AAD puis analysés par cytométrie en flux. La survie cellulaire est estimée en

pourcentage à partir du quadrant 3. Les cellules en phases apoptotiques précoce et tardive correspondent aux quadrants 4 et 2 respectivement.
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V. Influence des PE sur la phosphorylation d’Akt

L’activation de cette PI3K peut permettre le recrutement de la protéine Akt. La voie

PI3K/Akt étant une voie majeure de survie dans de nombreux types cellulaires, nous avons

alors choisi de l’étudier.

Figure 25 : Cinétique de phosphorylation d’Akt sur T308.

Les fibroblastes sont incubés avec des PE (50 µg/ml) suivant une cinétique allant de 0 à 240 min.

Ensuite, les fibroblastes sont lysés et les protéines extraites. Le degré de phosphorylation d’Akt sur

T308 est déterminé par Western blot. L’égalité du dépôt protéique est vérifiée par réhybridation de la

membrane avec un anticorps dirigé contre une protéine constitutive, la β-actine.

La stimulation des FDH par les PE conduit à une activation par phosphorylation d’Akt

sur T308 (Figure 25) ainsi que sur S473 (Figure 26). Ces résultats montrent que les PE sont

capables d’induire une activation complète d’Akt, car elle conduit à la phosphorylation à la

fois sur T308 et S473 au bout de 30 min. En outre, le phénomène persiste dans le temps

puisqu’après 4 h, la phosphorylation est toujours apparente.
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Figure 26 : Cinétique de phosphorylation d’Akt sur S473.

Les fibroblastes sont incubés avec des PE (50 µg/ml) suivant une cinétique allant de 0 à 240 min.

Ensuite, les fibroblastes sont lysés et les protéines extraites. Le degré de phosphorylation d’Akt sur

S473 est déterminé par Western blot. L’égalité du dépôt protéique est vérifiée par réhybridation de la

membrane avec un anticorps dirigé contre la β-actine.
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VI. L’inhibition de la PI3K bloque l’activation d’Akt

Nous avons suggéré, par des études en cytométrie de flux, que la PI3K était impliquée

dans la survie cellulaire induite par les PE. Par conséquent, nous avons voulu vérifier que la

PI3K active Akt dans notre système. Nous avons donc utilisé le LY294002 pour inhiber la

PI3K.

Figure 27 : Effet de l’inhibition de la PI3K sur la phosphorylation d’Akt.

Les fibroblastes sont incubés en absence ou en présence de PE (50 µg/ml) et/ou de LY294002 (25 µM)

pendant 30 min. Le LY294002 est pré-incubé une heure. Ensuite, les fibroblastes sont lysés et les

protéines extraites. Le degré de phosphorylation d’Akt sur T308 et S473 est déterminé par Western

blot. L’égalité du dépôt protéique est vérifiée par réhybridation de la membrane avec un anticorps

dirigé contre la β-actine.

Les PE permettent l’activation complète d’Akt par phosphorylation sur T308 et S473

comme il a été montré précédemment. Comme le montre la Figure 27, cette phosphorylation

est totalement inhibée au cours d’un traitement aux PE en présence de LY294002. La PI3K

active donc Akt par phosphorylation sur T308 et S473.
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VII. Influence des PE sur la phosphorylation de Bad

Nous nous sommes ensuite intéressés à un membre de la famille des protéines Bcl-2

appelé Bad. Sous sa forme déphosphorylée, Bad inactive les protéines anti-apoptotiques de la

famille Bcl-2 telles que Bcl-2 et Bcl-XL au niveau de la membrane mitochondriale. Cela

déclenche le programme de mort cellulaire qui implique l’ouverture des pores de la

mitochondrie, une diminution du potentiel membranaire mitochondrial et la libération de

cytochrome c dans le cytoplasme. Akt phosphoryle Bad sur S136, ce qui permet la fixation de

Bad sur les protéines 14-3-3 ζ. Bad sera alors retenu dans le cytoplasme et perd ainsi son

potentiel pro-apoptotique.

Figure 28 : Cinétique de phosphorylation de Bad sur S136.

Les fibroblastes sont incubés avec des PE (50 µg/ml) suivant une cinétique allant de 0 à 240 min.

Ensuite, les fibroblastes sont lysés et les protéines extraites. Le degré de phosphorylation de Bad sur

S136 est déterminé par Western blot. L’égalité du dépôt protéique est vérifiée par réhybridation de la

membrane avec un anticorps dirigé contre la β-actine.

La cinétique de phosphorylation de Bad suite à la stimulation par les PE (Figure 28) montre

que Bad est phosphorylé dès 15 min. Cette phosphorylation est réduite à 30 min mais

réapparait à 4 h. Ceci suggère que, suite au traitement des cellules par les PE, Bad subit des
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cycles de phosphorylation-déphosphorylation. Néanmoins, l’inactivation de Bad persiste dans

le temps ce qui suggère un effet anti-apoptotique des PE.

VIII. Influence des PE sur la phosphorylation de la caspase-9

La caspase-9 est une caspase initiatrice. Elle possède dans son prodomaine des séquences

de recrutement spécifiques de type CARD (CAspase Recruitment Domain) (Muzio et coll.,

1996; Hofmann et coll., 1997). Ce domaine permet l’interaction avec des complexes

multiprotéiques, le DISC (Death Inducing Signaling Complex) et l’apoptosome

respectivement, résultant ainsi en l’activation de cette caspase. Une fois activée, cette caspase

initiatrice va activer des caspases dites effectrices. A contrario, la phosphorylation de la

caspase-9 sur sa sérine 196 provoque son inactivation (Cardone et coll., 1998).

Figure 29 : Cinétique de phosphorylation de caspase-9 sur S196.

Les fibroblastes sont incubés avec des PE (50 µg/ml) suivant une cinétique allant de 0 à 240 min.

Ensuite, les fibroblastes sont lysés et les protéines extraites. Le degré de phosphorylation de caspase-9

sur S196 est déterminé par Western blot. L’égalité du dépôt protéique est vérifiée par réhybridation de

la membrane avec un anticorps dirigé contre la β-actine.
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La cinétique de phosphorylation de la caspase-9 suite à la stimulation par les PE (Figure 29)

montre que la caspase-9 est phosphorylé dès 15 min. Celle-ci est réduite à 30 min mais

réapparait à 4 h. Ceci suggère que l’inactivation de la caspase-9 par Akt après un traitement

par les PE persisterait jusqu’à 4h. Il est frappant de constater ici que la cinétique de

phosphorylation de la caspase-9 suit celle de Bad, une autre protéine de la voie

mitochondriale.

IX. Effets des PE sur l’activation de la caspase-9

Nous avons montré précédemment que la caspase-9 est inactivée par les PE. Afin de

comprendre les effets des peptides d’élastine sur l’apoptose induite par les C2-céramides, nous

avons visualisé les formes actives de la caspase-9 grâce à un marquage de ces formes avec le

réactif FLICA (Figure 30).

En absence de traitement, aucune fluorescence liée à la présence de caspase-9 active n’est

observée (Figure 30A). Après un traitement aux C2-céramides, un fort marquage est observé

démontrant l’activation de la caspase-9 après 4 h d’incubation (Figure 30B). De façon

frappante, ce marquage n’est plus présent en présence de PE (Figure 30C). Ces données

montrent clairement que les PE empêchent l’activation de la caspase-9.

Figure 30 : Inhibition par les PE de l’activité caspase-9 induite par les C2-céramides.

A. Cellules sans traitement. B. Les cellules sont cultivées en présence de C2-céramides (20 μM)

pendant 4 h. C. Les cellules sont cultivées en présence de PE (50 μg/ml) et de C2-céramides (20 μM)

pendant 4 h. Le FLICA est un réactif perméable à la membrane qui se lie de façon covalente à la

caspase-9 active. Sa liaison induit sa fluorescence qui est excitée à 490 nm et détectée à 520 nm. Les

noyaux sont visualisés par marquage au Hoechst en utilisant une longueur d’onde d’excitation à

365 nm et une longueur d’onde de détection à 480 nm. La barre blanche représente 100 μm.
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X. Influence des PE sur la phosphorylation de Foxo3a

La Forkhead box O3, également connu sous le nom de Foxo3, est une protéine qui est

codée chez l'homme par le gène Foxo3. Ce gène appartient à la famille des facteurs de

transcription de type Forkhead qui sont caractérisés par un domaine en tête de fourche

(Forkhead). Ces facteurs de transcription ont la capacité d'être transportés dans le noyau

(Brunet et coll., 1999). À ce titre, ce gène est susceptible de fonctionner comme un

déclencheur de l'apoptose par l'expression de gènes nécessaires à la mort cellulaire, telles que

Puma et Bim (You et coll., 2006; Ekoff et coll., 2007). Foxo3a va également jouer un rôle

dans la régulation positive des protéines anti-apoptotiques tels que FLIP (Skurk et coll.,

2004). L’effet pro-apoptotique de Foxo3a peut être neutralisé par la voie PI3K/Akt. Nous

avons voulu savoir si d’autres voies de signalisation pro-apoptotiques autre que celles

impliquant la caspase-9 pouvaient être inactivées par les PE.

Figure 31 : Cinétique de phosphorylation de Foxo3a sur S253.

Les fibroblastes sont incubés avec des PE (50 µg/ml) suivant une cinétique allant de 0 à 240 min.

Ensuite, les fibroblastes sont lysés et les protéines extraites. Le degré de phosphorylation de Foxo3a

sur S253 est déterminé par Western blot. L’égalité du dépôt protéique est vérifiée par réhybridation de

la membrane avec un anticorps dirigé contre une protéine constitutive, la β-actine.
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La Figure 31 montre que Foxo3a est phosphorylée suite à un traitement par les PE avec

un maximum apparent de phosphorylation qui est atteint au bout de 30 min. Ce phénomène

est encore observable après 4 h d’incubation en présence de PE.

XI. Influence des PE sur la séquestration de Foxo3a
par la protéine 14-3-3 ζ

Quand Foxo3a est phosphorylé par la cascade de signalisation impliquant Akt et la PI3K,

sur S253, elle s’associe avec la protéine 14-3-3 ζ. Elle est retenue dans le cytoplasme où elle

perd sa capacité à induire l’expression de gènes pro-apoptotiques (Brunet et coll., 1999).

Nous avons étudié les interactions qui peuvent se produire entre Foxo3a et la 14-3-3 ζ 

suite à un traitement aux PE (Figure 32).

Figure 32 : Séquestration de Foxo3a par la 14-3-3 ζ suivant un traitement aux PE.

Les cellules sont traitées avec des PE (50 μg/ml) pendant 30 min et lysées. La 14-3-3 ζ est

immunoprécipitée et les protéines précipités sont sujettes à une analyse par Western blot en utilisant

un anticorps anti-phospho-S253-Foxo3a.

Nous nous sommes placés au maximum de phosphorylation pour cette protéine c'est-à-

dire 30 min. Suite un traitement aux PE, nous avons réalisé une immunoprécipitation avec un

anticorps anti-14-3-3 ζ. Les protéines immunoprécipitées ont ensuite été révélées par un

anticorps anti-Foxo3a phosphorylée sur S253. Nous montrons ainsi une interaction entre

Foxo3a phosphorylée et la 14-3-3 ζ suite à l’action des PE. Nous en concluons donc que les

PE permettent la séquestration et l’inactivation de Foxo3a par la protéine 14-3-3 ζ.
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Complexe récepteur de l’élastine
et vieillissement

Avec le vieillissement, nous assistons à la survenue d’altérations dans la structure et la

fonction des tissus. Un élément essentiel de ces changements est la dégradation progressive de

la composante majeure de la fibre d’élastine : l’élastine. Les peptides d’élastine (PE) dérivés

de cette dégradation se retrouvent dans le sérum humain. Une étude sur 1600 individus a

montré que la concentration sérique en PE circulant est de l’ordre de 10 µg/ml (Bizbiz et coll.,

1997).

Comme nous l’avons vu précédemment, les PE sont capables d’induire des effets

biologiques très divers en stimulant les fibroblastes dermiques humains (FDH) par

l’intermédiaire du complexe récepteur de l’élastine (CRE). Cependant, un découplage

progressif du CRE survient avec le vieillissement ce qui altère les voies de transduction

passant par celui-ci. Ces altérations dans la transduction des signaux du CRE ont comme

conséquence la modification des activités des cellules ce qui mène à un certain

dysfonctionnement cellulaire. En 1997, Varga et collaborateurs ont montré que l’activation du

CRE diminue le taux d’incorporation de l’acétate radiomarqué dans le cholestérol de

monocytes humains. Cet effet est retrouvé chez les monocytes de sujets jeunes mais disparaît

totalement chez les monocytes d’individus âgés (Varga et coll., 1997). Plus récemment, des

études chez le rat ont montré que l’effet protecteur des PE sur le cœur suite à une ischémie est

perdu chez des rats âgés (Robinet et coll., 2007). Le découplage du récepteur est donc un

phénomène important dans la compréhension de nombreux phénomènes liés au vieillissement.

Le but de cette deuxième partie de notre étude sera en premier lieu d’analyser

l’expression du CRE chez des cellules issues de patients jeunes et âgés car l’explication la

plus simple du découplage du récepteur pourrait être la baisse de son expression au cours du

vieillissement. Puis nous nous intéresserons à l’influence des PE sur leur propre récepteur, les

PE étant retrouvés de façon croissante au cours du vieillissement.
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I. Design des amorces pour la qPCR

La β-galactosidase humaine (EC 3.2.1.23) est une enzyme qui hydrolyse les résidus

galactosyls terminaux liés en β, ce qui regroupe de nombreux substrats : les glycoprotéines,

les glycolipides ou les GAG. La forme active de cette enzyme est une protéine de 64 kDa qui

a une localisation lysosomale. Elle participe à la dégradation de molécules intracellulaires.

Il existe deux transcrits dans les fibroblastes, tous deux issus du gène glb1 situé au locus

3p21.23 codant la β-galactosidase (Morreau et coll., 1989). Les deux transcrits ont

respectivement des tailles de 2,4 kb et de 2 kb et commencent au même ATG pour finir au

même codon stop. Le plus long transcrit comprend 16 exons et semble exprimé 10 fois plus

que l’autre. Il code pour la forme active de la β-galactosidase. Celle-ci est d’abord exprimée

sous forme d’un précurseur de 84 kDa qui, après clivage par une cathepsine B sur son

arginine en position 531, devient la forme active de la β-galactosidase de 64 kDa (Okamura-

Oho et coll., 1997). Aucun autre clivage n’est subi car PPCA protège la séquence C-terminale

de cette enzyme (Callahan, 1999).

Le second transcrit code, quant à lui, pour une forme enzymatiquement inactive

d’environ 59 kDa. L’épissage alternatif qu’il subit consiste en deux délétions successives

(Figure 7, page 32). La première concerne les exons 3, 4 et induit un décalage du cadre de

lecture de l’exon 5. La seconde concerne l’exon 6 et restitue le cadre de lecture initial. Les

séquences codées par les exons 1, 2 et 7 à 16 sont identiques à celles de la β-galactosidase.

Cette forme inactive est appelée S-Gal pour spliced galactosidase. Il s’agit de l’EBP. La

nouvelle séquence codée par l’exon 5 comporte 32 résidus qui lui sont propres (Figure 7).

Cette forme n’est pas catalytiquement active, elle fixe les galactosides mais ne les clivent pas

et a perdu son adressage lysosomal.

1. Amorces discriminant l’EBP de la β-galactosidase

L’étude de l’expression du gène codant l’EBP par PCR quantitative pose le problème de

discrimination avec la β-galactosidase, dont la séquence en ARNm est proche. De ce fait, les

séquences obtenues pourraient provenir d’une amplification de l’ARNm de la β-gal. Ce qui

fausserait nos résultats car nous voulons observer l’expression spécifique de l’EBP.
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Après avoir consulté la littérature, nous nous sommes aperçu qu’il n’existait pas à ce jour

de couple d’amorces permettant de discriminer la β-gal et l’EBP. Nous avons donc initié cette

étude. Pour cela, trois couples d’amorces ont été considérés (Tableau 3).

Amorces testées Taille de la séquence

Sens : 5’-TCCAGACATTACCTGGCAGCT-3’

Antisens : 5’-GGCTCACACTTCCTCTGGCT-3’

148 pb

Sens : 5’-AGGAAGCATTCACTACTCCCGTGT-3’

Antisens : 5’-ACAGCTGCCAGGTAATGTCTGGAT-3’

106 pb

Sens : 5’-ACCGGCTGCTGAAGATGAAGAT-3’

Antisens : 5’-ATGTTGCTGCCTGCACTGTT-3’

151 pb

Tableau 3 : Séquences des amorces EBP testées.

Une fois synthétisés, la spécificité de chaque couple d’amorces a été vérifiée

expérimentalement par l’observation sur gel d’agarose des produits PCR. Malheureusement,

aucune de ces amorces n’a donné de résultat satisfaisant. A chaque fois, nous n’avons pas vu

de différence nette d’amplification entre l’EBP et la β-gal.

a. Test des amorces EBP et β-gal

Afin de discriminer l’EBP et la β-gal nous avons alors choisi de prendre une amorce qui

s’hybride sur la séquence qui chevauche l’exon 2 et l’exon 5 de l’ARNm codant l’EBP. Ainsi

qu’une amorce qui chevauche l’exon 5 et l’exon 7, les exons 3, 4 et 6 étant manquants pour

l’EBP. Nous espérions que la séquence amplifiée soit spécifique de l’EBP.

Ce couple d’amorce est le suivant : Sens : 5’-TCCAGACATTACCTGGCAGCT-3’

Antisens : 5’-ATGTTGCTGCCTGCACTGTT-3’
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Figure 33 : Test des amorces EBP par PCR.

Pour l’amplification, les amorces EBP présentées dans le Tableau 2 ont été utilisées. St : Standard

moléculaire. A : ADNc d’un échantillon. B : Témoin ARN. C : Témoin sans acides nucléiques.

La Figure 33 montre que le couple d’amorce choisi donne une bande de 110 pb

correspondant à la séquence amplifiée attendue de l’EBP (Figure 33A). Cette bande n’est pas

retrouvée si la PCR est réalisée sur les ARN totaux non rétro-transcrits de la cellule. Ainsi, il

n’y a pas de contamination en ADN génomique de nos échantillons qui pourrait fausser nos

résultats (Figure 33B). Nous n’observons pas non plus de bande en absence d’acides

nucléiques (Figure 33C). Cela prouve qu’il y a bien une amplification de l’ADNc par les

amorces EBP.

Nous observons par contre deux bandes de faibles tailles dans chacune des pistes. La

bande intermédiaire correspond à la mise en évidence de dimères d’amorce par le BET. De

même la bande inférieure correspond à la révélation des dNTP par le BET.

Les amorces β-gal ont été pour leur part choisies de façon à ce se trouver sur l’exon 4,

celui-ci étant absent sur l’ARNm de l’EBP.

Ces amorces sont les suivantes : Sens : 5’-GCTGGTTATCCTGAGGCCC-3’

Antisens : 5’-CGGAGGAGCGGAGAAGAATA-3’

110 pb

St A B C
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Figure 34 : Test des amorces β-gal par PCR.

Pour l’amplification, les amorces β-gal présentées dans le Tableau 2 ont été utilisées. St : Standard

moléculaire. A : ADNc d’un échantillon. B : Témoin ARN. C : Témoin sans acides nucléiques.

Nous mettons en évidence une bande à 104 pb correspondant à la taille attendue de

l’amplification de la séquence de la β-gal (Figure 34A). Cette bande n’est pas retrouvée si les

ARN totaux sont utilisés (Figure 34B) et en absence d’acide nucléiques (Figure 34C).

b. Discrimination entre l’EBP et la β-gal

Nous avons cloné les fragments PCR obtenu auparavant puis nous avons testé les clones

en faisant une PCR avec les amorces EBP (Figure 35) et avec les amorces β-gal (Figure 36).

A l’issue de la PCR avec les amorces EBP, nous observons que le fragment EBP est

amplifié dans les clones EBP (Figure 35B et C) et pas dans les clones β-gal (Figure 35D et E).

A l’inverse, une PCR avec les amorces β-gal ne donne rien sur des clones EBP (Figure

36B et C) et donne un fragment β-gal à la taille attendue sur les clones β-gal (Figure 36E et

F). La PCR sur plasmide EBP sert de témoin positif (Figure 35A).

Ces résultats montrent que nous avons réussi à obtenir des amorces permettant de

discriminer l’EBP et la β-gal.

St A B C

104 pb
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Figure 35 : PCR par les amorces EBP.

Pour l’amplification les amorces EBP présentées dans le Tableau 2 ont été utilisées. St : Standard

moléculaire. A : Plasmide EBP. B : Clone EBP 1. C : Clone EBP 2. D : Clone β-gal 1. E : Clone β-

gal 2. F : Témoin sans acides nucléiques.

Figure 36 : PCR par les amorces β-gal.

Pour l’amplification, les amorces β-gal présentées dans le Tableau 2 ont été utilisées. St : Standard

moléculaire. A : Plasmide EBP. B : Clone β-gal 1. C : Clone β-gal 2. D : Clone EBP 1. E : Clone

EBP 2. F : Témoin sans acides nucléiques.

St A B C D E F

EBP

St A B C D E F

ß-gal
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2. Amorces Neu-1 et PPCA

Figure 37 : Vérification de la qualité des amorces Neu-1 et PPCA par PCR.

Pour l’amplification les amorces Neu-1 et PPCA présentées dans le Tableau 2 ont été utilisées. St :

Standard moléculaire.

Les amorces utilisées sont présentées dans le Tableau 2 (page 68). Avant de faire la

qPCR, la validité de ces amorces et leur capacité à amplifier spécifiquement les gènes

d’intérêt ont été évalués par PCR (Figure 37).

Les résultats étant satisfaisants pour Neu-1 et PPCA, nous avons ensuite utilisé ces

amorces pour la qPCR. Les amorces utilisées sont présentées dans le Tableau 2 (page 68).

II. Expression basale du récepteur en fonction de l’âge

Des études ont montrées que les PE sont moins efficaces quand les cellules sont âgées. Ce

phénomène inexpliqué est appelé le "découplage du récepteur" parce qu’il semble que le

récepteur soit littéralement déconnecté de ses voies de signalisation, l’explication la plus

simple étant que le récepteur est moins exprimé avec l’âge. Nous avons analysé son

expression par PCR quantitative dans 4 lignées de FDH provenant de patients d’âge inférieur

à 25 ans et dans 4 lignées de FDH provenant de patients d’âge supérieur à 60 ans (Figure 38).

Nous observons tout d’abord que l’EBP et la β-gal sont différemment exprimées.

L’enzyme lysosomale est en effet plus exprimée que son variant d’épissage. Ceci est vrai à la

fois pour les cellules jeunes et âgées. Cependant, il n’y a pas de différence d’expression entre

St Neu-1

239 pb

St PPCA

102 pb
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ces deux protéines chez les FDH jeunes et âgés. Leurs valeurs mesurées par qPCR étant

pratiquement identiques. De même nous n’observons pas de variation dans l’expression des

1 et PPCA) au cours du vieillissement.

les différentes sous unités du complexe récepteur de l’élastine

t jeunes. Le découplage du

pas être attribué à une expression

Le défaut observé provient donc soit d’un défaut lié soit à la

un défaut d’activité biologique.

de l’élastine et de la β-

d’âge inférieur à 25

(âgées). Le standard

et les valeurs moyennes ont été

: non significatif.

Jeunes

Agées



Complexe récepteur de l’élastine et vieillissement

102

III. Influence des PE sur l’expression du récepteur

Nous avons montré précédemment que l’expression du récepteur ne variait pas au cours

du vieillissement intrinsèque en conditions basales. Nous savons par contre que les PE

s’accumulent avec l’âge. Nous nous sommes donc demandé s’ils ne pourraient pas avoir un

quelconque effet sur l’expression de leur propre récepteur.

Pour cela, nous avons utilisé des FDH provenant d’un patient âgé de 30 ans. Cet âge a été

choisi afin d’obtenir des conditions dans lesquelles, physiologiquement, la dégradation des

fibres élastiques est minimale. Nous avons ensuite procédé à une stimulation par les PE à un

temps long afin d’étudier l’expression du CRE dans ces conditions (Figure 39). Nous avons

choisi une stimulation de 24 h sans SVF qui correspond à la durée maximale de stimulation

avant que les cellules ne subissent les effets délétères de la déprivation en sérum.

Le taux de β-gal est comme précédemment toujours supérieur à celui de l’EBP. Malgré

tout, nous pouvons observer que les PE font diminuer l’expression des différents messagers

du CRE à différents niveaux. L’EBP voit son expression baisser de 40%, la Neu-1 de 30% et

la PPCA de 20%.

Ce résultat nous montre que les PE vont donc agir sur leur propre récepteur pour faire

baisser son expression.

Cette baisse d’expression se traduit non seulement par une baisse de l’expression de

l’EBP, mais aussi par une modification importante du rapport de la quantité d’ARNm de la

-gal par rapport à ceux de l’EBP. En d’autres termes, ces résultats suggèrent que les PE

pourraient influencer les profils d’épissage des cellules.



Figure 39 : Influence des PE sur l’expression du récepteur.

L’histogramme en bleu représente les FDH non stimulées et l’histogramme en rouge représente les

FDH stimulés par les PE pendant 24 h. Les valeurs des témoins ont été normalisées à 1 pour faciliter

la comparaison. La significativité a été évaluée par le te
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L’histogramme en bleu représente les FDH non stimulées et l’histogramme en rouge représente les

FDH stimulés par les PE pendant 24 h. Les valeurs des témoins ont été normalisées à 1 pour faciliter

st de Student. ***, p<0,001 ; *, p<0,05
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Pour cela, nous avons utilisé 4 lignées de FDH provenant de patient

ans et 4 lignées de FDH provenant de patient

stimulées par les PE pendant 24 heures sans

40).

Figure 40 : Influence des PE sur l’expression du récepteur en fonction de l’âge.
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nous avons utilisé 4 lignées de FDH provenant de patients d’âge inférieur à 25

ans et 4 lignées de FDH provenant de patients d’âge supérieur à 60 ans. Les cellules sont

stimulées par les PE pendant 24 heures sans SVF puis analysés par PCR quantitative
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Discussion

Le vieillissement est un phénomène caractérisé par la diminution de la capacité d'un

système pour répondre aux stress exogènes et endogènes provenant d’agents physiques,

chimiques ou biologiques. Le vieillissement cutané se fait par 2 processus biologiques

distincts : un intrinsèque et un extrinsèque. Le premier est un processus naturel qui résulte de

la lente dégénérescence des tissus. Dans le derme humain, le vieillissement intrinsèque se

caractérise par 3 éléments : l'atrophie du derme en raison de la perte de collagène, la

dégénérescence du réseau de fibres élastiques et la perte d'hydratation. Contrairement au

vieillissement intrinsèque, le vieillissement extrinsèque est dû à des facteurs

environnementaux. La principale cause étant l’exposition aux rayons ultraviolets (UV). Il est

souvent appelé le photovieillissement.

Le tissu conjonctif de la peau est principalement composé de collagène et d'élastine. Le

collagène représente 70-80% du poids sec de la peau et du derme, qui lui confère son intégrité

structurelle. L’élastine est une composante secondaire du derme, mais elle a une fonction

importante dans l'élasticité. Au cours du vieillissement, la synthèse de collagène diminue

progressivement, et la peau devient plus mince en particulier après 70 ans. Plusieurs facteurs

contribuent au vieillissement cutané. Dans plusieurs maladies héréditaires, le collagène ou

l'élastine sont déficients, conduisant à l'accélération du vieillissement. Pour le cutis laxa, par

exemple, les fibres d'élastine sont insuffisantes ou manquent complètement, ce qui conduit à

l'affaissement de la peau. L’irradiation solaire vieillit prématurément la peau. En particulier,

le rayonnement ultraviolet entraîne une accumulation anormale de matériel élastolytique. Ces

changements sont habituellement observés après l'âge de 60 ans, mais l'exposition excessive

au soleil peut causer un photovieillissement dès l’âge de 20 ans.

Chez l’adulte, le renouvellement des macromolécules de la matrice extracellulaire est

lent. Deux mécanismes interviennent dans le vieillissement des macromolécules de la matrice

extracellulaire : l’interaction avec les facteurs environnementaux (glucose, lipides, calcium…)

et l’altération des processus de synthèse et dégradation, les facteurs environnementaux

pouvant eux-mêmes modifier les processus de synthèse et de dégradation.
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Au cours de leur synthèse, pendant le développement et la croissance, les molécules de

collagènes d’une part et les molécules d’élastine d’autre part sont liées entre elles par la

formation des acides aminés de pontage. C’est lors de la formation de ces acides aminés de

pontage que les molécules acquièrent leurs fonctions de résistance à l’étirement pour les

collagènes et d’élasticité pour l’élastine. Elles acquièrent simultanément leurs propriétés de

résistance à la protéolyse.

Au cours du vieillissement, d’autres liaisons intermoléculaires sont formées par réaction

d’un ose avec les fonctions aminées libres. Toutes les protéines de l’organisme peuvent être

oxydées et glyquées mais les conséquences de ces altérations sont plus néfastes sur les

protéines de la MEC en raison de leur longue durée de vie dans l’organisme. La glycation non

enzymatique, par la liaison de sucres réducteurs comme le glucose aux résidus lysine et

arginine à l’extérieur des cellules, va former des produits dits d’Amadori (Bailey, 2001). Si

des oxydations ultérieures ont lieu, il y a formation d’AGE (advanced-glycosylation end

products) dont les archétypes sont la n-carboxyméthyl-lysine et la pentosidine qui

s’accumulent avec le vieillissement et, de façon plus précoce, dans des pathologies comme le

diabète. Ces AGE sont des liaisons intermoléculaires supplémentaires qui induisent une

augmentation de la résistance à l’étirement pour les collagènes et une diminution de

l’élasticité pour l’élastine. Leur formation modifie les chaînes latérales des acides aminés dans

les protéines. Ces modifications peuvent également résulter de désamidation, isomérisation,

racémisation, oxydation… (Cloos et Christgau, 2002). De telles altérations des acides aminés

perturbent les interactions entre macromolécules de la MEC et les cellules.

Dans les différents tissus, les collagènes et les fibres élastiques sont synthétisés dans la

période périnatale et dans l’enfance. Au-delà de la phase de croissance, leurs synthèses sont

très faibles et leurs vitesses de renouvellement très lentes. La synthèse de ces macromolécules

peut-être réactivée au niveau des sites de cicatrisation à la suite d’une blessure mécanique ou

d’une agression protéolytique. La synthèse des différentes protéines constitutives des fibres

élastiques, parfaitement coordonnée dans le temps et dans l’espace lors du développement, est

cependant moins efficace lors de ces étapes de réparation tissulaire. La proportion des

différents types de collagènes synthétisés peut également être modifiée.

Le catabolisme des macromolécules de la MEC fait intervenir diverses protéases.

Certaines (la métalloprotéinase matricielle MMP-2 des cellules musculaires lisses, par

exemple) sont synthétisées et sécrétées par les cellules mésenchymateuses et les cellules
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épithéliales (Jacob, 2003). Mais, de par le contrôle de l’étape d’activation du zymogène et

l’inhibition de son activité par les inhibiteurs synthétisés par les mêmes cellules, l’activité de

la MMP-2 est très faible et le catabolisme de la MEC est lent.

Au cours du développement de diverses pathologies liées au vieillissement, d’autres

enzymes (élastinolytiques, collagénolytiques…) sont détectables dans les tissus lors des

phases inflammatoires aiguës ou chroniques. Celles-ci sont synthétisées et sécrétées par les

cellules inflammatoires (polymorphonucléaires neutrophiles, macrophages) ou

néosynthétisées par les cellules musculaires lisses stimulées par les cytokines pro-

inflammatoires (IL-1β, TNF-α…) (Galis et Khatri, 2002). Les activateurs du plasminogène

tPA ou uPA peuvent participer à la dégradation de la MEC si la concentration tissulaire de

plasminogène est augmentée. La plasmine formée dégrade directement (les glycoprotéines de

structure, par exemple) ou indirectement (en activant les métalloprotéinases matricielles)

divers composants de la MEC. La protéolyse péricellulaire des glycoprotéines d’adhésion

induit l’anoïkis des cellules, c’est-à-dire l’apoptose consécutive à la rupture des

communications entre les cellules et leur environnement. Ce processus est en partie

responsable de la disparition des cellules musculaires lisses de la paroi anévrismale (Michel,

2003). La dégradation des macromolécules de la MEC génère la formation de peptides dont

les matrikines qui ont des propriétés biologiques propres et modulent la prolifération et la

migration cellulaire, la production des protéases et l’apoptose des cellules (Maquart et coll.,

2005).

Le rôle de ces matrikines est toujours un sujet de discussion. Les PE présentent ainsi un

large éventail d'activités biologiques. Dans certains cas, leur action semble être préjudiciable

pour l’organisme, par exemple, ils favorisent la progression de l’anévrisme (Hance et coll.,

2002), mais, dans d'autres cas, ils montrent de puissants effets bénéfiques tels que la

récupération d’une ischémie (Robinet et coll., 2007). Amis ou ennemis? Le débat est encore

ouvert et la réponse se trouve certainement entre ces deux extrémités en fonction du contexte

considéré.

Nous avons montré précédemment que les PE pourraient fortement influencer le

comportement des fibroblastes dermiques humains et que leurs effets impliquent à la fois la

PI3K / p110γ et la voie MEK / ERK (Duca et coll., 2005). Suivant la littérature, ces deux

kinases interviennent dans la survie cellulaire, nous avons alors émis l'hypothèse que les PE

pourraient contribuer à la survie cellulaire.
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Dans ce travail, nous avons utilisé des cultures primaires de fibroblastes dermiques

humains. Ce système a été largement étudié et nous avons déjà montré au laboratoire que

l'effet des PE est médié principalement par le complexe récepteur de l’élastine. En effet, le

blocage de Neu-1, qui est nécessaire pour une bonne signalisation du CRE, par la sur-

expression d'une forme inactive de Neu-1 ou à l'aide d'un siRNA Neu-1, bloque les effets des

PE (Duca et coll., 2007).

Nos résultats montrent que les PE sont de puissants facteurs de survie cellulaire car ils

sont capables de réduire l’apoptose induite par les céramides (Figure 17 et Figure 18). Le fait

que le lactose puisse bloquer l'effet laisse fortement à penser qu'il est transduit suite à une

interaction des PE avec l’EBP, une sous-unité du CRE (Figure 19 et Figure 20). Surtout, nous

montrons ici que les effets déclenchés par les PE sont dépendants de l'activité d’une PI3K

(Figure 21 et Figure 22) mais pas de l’activation de ERK (Figure 23 et Figure 24). Ce point

suggère que les signaux relayés par le CRE suite à un traitement aux PE impliquent la p110γ. 

Cette PI3K est un acteur majeur du chimiotactisme cellulaire (Smith et coll., 2007), un

phénomène qui peut être favorisé par les PE. En outre, elle est impliquée dans l'angiogenèse

(Fahem et coll., 2008), l'ischémie-reperfusion (Robinet et coll., 2007) et la production de

protéases induite par les PE (Duca et coll., 2005). Nos résultats renforcent l’idée que cette

kinase pourrait jouer d'un rôle central dans la biologie des PE.

La kinase Akt est la principale cible anti-apoptotique en aval de la PI3K. Nos données

indiquent que le traitement aux PE favorise l’activation d’Akt (Figure 25 et Figure 26). Fait

intéressant, l’activation Akt par le traitement aux PE est persistante dans le temps et a pu être

observée après 4 h. Démontrant encore une fois que le PE sont de puissantes molécules anti-

apoptotiques. La confirmation que cette protéine est impliquée dans la survie cellulaire a été

apportée. En effet, l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de la PI3K, le LY294002, empêche

la phosphorylation d’Akt suite à une stimulation par les PE (Figure 27).

Nous avons observé par ailleurs que les PE ont également induit la phosphorylation de

Bad, Foxo3a et la caspase-9, trois cibles pro-apoptotiques d’Akt, neutralisant leurs effets pro-

apoptotiques (Figure 28 ; Figure 29 ; Figure 31). En outre, nous avons montré que le

traitement aux PE a augmenté la séquestration de Foxo3a dans le cytoplasme comme l'a

révélé l’immunoprécipitation par la 14-3-3 ζ (Figure 32).
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Au total, nos données suggèrent fortement que les PE promeuvent la survie cellulaire par

la voie p110γ/Akt et le blocage des voies apoptotiques intrinsèque (Bad, la caspase-9) et

extrinsèque (Foxo3a). Fait intéressant, l'effet sur les cibles de la voie intrinsèque est rapide

(maximum de phosphorylation à 15 min), mais diminue puis ré-augmente à 4 h. Cette

constatation suggère que l'effet anti-apoptotique des PE pourrait être persistant dans le temps.

En conséquence, nous avons analysé l'activité caspase-9, après 4 h de traitement (Figure 30).

Nos résultats démontrent clairement que les effets des PE sont toujours présents et puissants

après une longue période d'exposition aux PE.

Afin de poursuivre l’étude de la voie de survie induite par les PE, nous avons envisagé

l’étude de la caspase-3 effectrice afin de montrer si elle est inactivée à son tour par les

peptides d’élastine. Le précurseur inactif de cette enzyme subit une modification

protéolytique à l'issue de laquelle la caspase-3 est activée. C'est sous cette forme active qu'elle

déclenche l'apoptose en catalysant le clivage spécifique de certaines protéines intracellulaires.

Des études par Western-Blot n’ont pas permis de détecter la bande correspondant à la

caspase-3 sous sa forme active. Une étude de cette caspase-3 par dosage de son activité grâce

à un kit Caspase Glo 3/7 commercialisé par la société Promega a été tenté. Mais nos résultats

se sont trouvés aberrants et inexploitables. Ces techniques étant les plus utilisées pour étudier

la caspase-3, il nous faudra trouver d’autres moyens de prouver son implication dans la survie

cellulaire induite par les PE. La solution pourra venir de l’étude du clivage d’un substrat de la

caspase-3 tel que PARP ou poly(ADP-ribose) polymérase. Une étude par Western-blot pourra

être envisagée, le fragment de clivage étant de taille suffisante pour une bonne détection.

Nous pourrions aussi utiliser un kit FLICA caspase-3 car celui-ci est désormais disponible.

Dans des circonstances normales, les cellules qui ont accumulées des structures

endommagées sont éliminées par apoptose (Maiuri et coll., 2007). Les cellules âgées sont

également connues pour accumuler des lipides, notamment les céramides qui peuvent mener à

l'apoptose (Bree et coll., 2002). Comme nos données le montrent, les PE peuvent réduire les

signaux apoptotiques des céramides. Par conséquent, leur présence dans l'environnement des

cellules âgées pourrait contribuer à leur défaut d'apoptose. Cela permettrait alors de faciliter

l'entrée de ces cellules endommagées dans un état de sénescence. Ainsi, en favorisant

l'accumulation de la sénescence des cellules dans les tissus, les PE pourraient contribuer à leur

perte de fonction.
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Outre cet effet négatif, le fait que les PE puissent promouvoir la survie cellulaire pourrait

être très important dans la cicatrisation des blessures car les peptides produits localement

pourraient permettre de maintenir durablement la survie des cellules locales au site de la

lésion. Cela pourrait être l'explication de ce qui est observé au cours de l'ischémie-reperfusion

(Robinet et coll., 2007). L'hypothèse que les PE pourraient contribuer à la cicatrisation de la

plaie doit être approfondie.

À notre connaissance, l'effet des PE sur la survie cellulaire n'a jamais été envisagé. Notre

travail montre clairement que ces matrikines sont de puissants facteurs de survie de

fibroblastes de peau humaine et que leurs effets sont puissants et persistant dans le temps. En

conséquence, leur présence croissante au sein des tissus avec l'âge pourrait profondément

modifier l'homéostasie tissulaire et contribuer au vieillissement global des tissus.

En outre, notre travail a consisté à étudier l’expression du complexe récepteur de

l'élastine. Comme nous le savons, le récepteur subit un découplage au cours du vieillissement

qui le rend moins efficace. Ce découplage est très marqué dans les travaux présentés par

Robinet et collaborateurs (Robinet et coll., 2007) dans lesquels des rats âgés de 3 mois

réagissent très favorablement à la présence de PE en réparant le tissu cardiaque alors que,

dans les mêmes conditions expérimentales, des rats âgés de 24 mois semblent incapables de

faire de même en présence des PE.

Notre première hypothèse sur la perte de la signalisation associée au récepteur chez les

cellules âgées est que le récepteur serait moins exprimé chez ces dernières. Pour vérifier cette

hypothèse, nous avons étudié l’expression basale des différentes sous-unités du récepteur par

qPCR chez les FDH provenant de patients jeunes et âgés (Figure 38). Les résultats montrent

que chez ces 2 types d’individus l’expression des sous-unités du CRE ne varie pas. Le

problème posé reste donc entier puisque l’idée d’une diminution de l’expression du CRE par

les cellules au cours du vieillissement n’est pas vérifiée.

Nous nous sommes alors penchés sur le rôle que pourraient avoir les PE sur ce

phénomène. Ceux-ci sont connus pour être générés au cours du vieillissement et se retrouvent

dans la circulation sanguine en quantité importante chez des sujets âgés. Partant de ce constat,

nous avons évalué les effets des PE sur l’expression du récepteur chez les FDH. Nous avons

étudié en premier lieu les effets chez des FDH de sujets d’âge moyen (30 ans) afin d’évaluer

le phénomène chez des cellules en contact avec une quantité peu importante de PE en
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conditions physiologiques. La mesure de l’expression du récepteur a de nouveau nécessité une

quantification des messagers par qPCR. (Figure 39). Chez ces FDH de patients adultes nous

avons montré que le récepteur voyait son expression diminuer en présence de PE.

Une baisse d’expression du récepteur pouvant être apparemment causée par les PE, nous

avons alors étudié leurs effets sur l’expression de l’EBP par des FDH de sujets jeunes et âgés.

A notre grande surprise, dans ces deux cas, la stimulation par les PE ne permit pas de

retrouver les résultats trouvés avec les FDH de sujets adultes. L’expression des différentes

sous-unités du CRE ne variait pas. Ces résultats pourraient s’expliquer par une fonction

distincte du CRE en fonction de l’âge. Chez les sujets jeunes, les cellules expriment

obligatoirement l’EBP car ces cellules sont alors programmées pour construire les fibres

élastiques. La présence de PE n’a donc pas ou peu d’effet sur le niveau d’expression du

récepteur. Chez les sujets matures, un effet est observé. Dans ce type de cellules, le CRE n’est

plus utilisé pour construire les fibres. Il peut donc être régulé par les PE. Chez les sujets âgés,

le CRE est découplé et, dans ce cas, les PE n’ont plus ou trop peu d’effets sur les cellules.

Une autre explication possible au découplage du récepteur observé au cours du

vieillissement pourrait être une modification structurale de l’EBP. Celle-ci pourrait être due à

une modification post-traductionnelle liée à l’âge et conduirait alors à une protéine

dysfonctionnelle qui perdrait alors sa capacité de fixation aux PE ou son affinité pour le reste

du complexe. Le CRE n’étant plus parfaitement fonctionnel, il perdrait son efficacité. Les

autres sous-unités du récepteur pourraient être, elles aussi, la cause du découplage. La PPCA

et la Neu-1 sont deux acteurs indispensables dans la fonctionnalité du récepteur de l’élastine.

Là aussi, un changement dans la structure de ces protéines pourrait contribuer à leur

dysfonctionnement.

Des études récentes au laboratoire ont montrés que le CRE transduit le signal grâce à

l’activité catalytique de la Neu-1 (Duca et coll., 2007). Cette signalisation passe par des

molécules amphiphiles appelées gangliosides comprenant une ancre lipidique de type

céramide liée à une chaîne oligosaccharidique de longueur et de complexité variables. Ces

lipides sont concentrés dans des microdomaines de la membrane plasmique spécialisés dans la

signalisation cellulaire nommés radeaux lipidiques qui sont des structures très riches en

glycosphingolipides et en cholestérol. Parmi les gangliosides, le GM3 ou acide

N-acétylneuraminique-α (2-3)-galactosyl-β (1-4)-glucosyl-β (1-1’)-céramide s’avère être le

plus simple et est le substrat préférentiel de Neu-1 (Seyrantepe et coll., 2003). A ce jour,
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aucune étude n’a déterminé les concentrations réelles en gangliosides au cours du

vieillissement. Il serait possible d’imaginer qu’une diminution de ceux-ci au sein des

membranes des cellules âgées pourrait contribuer au découplage du récepteur de ses voies de

signalisation.

De plus, les radeaux lipidiques sont riches en cholestérol qui est nécessaire au maintien

de leur structure et à leur fonctionnement en termes de plateforme de signalisation. Mais au

cours du vieillissement, il y a une augmentation en cholestérol membranaire qui rigidifie la

membrane. La fluidité de la membrane influençant la fonctionnalité des protéines intra

membranaires. Des travaux chez les rats âgés ont montré l’impact de la diminution de fluidité

membranaire au cours du vieillissement sur la fonctionnalité des protéines membranaires

(Scheuer et coll., 1995). Il se pourrait que le CRE ne puisse plus fonctionner convenablement

dans un tel environnement. De même, des changements membranaires pourraient délocaliser

le CRE des radeaux lipidiques où se trouvent ses substrats.

Parmi les possibilités d’explication du découplage du CRE décrites ci-dessus, la perte de

la capacité du récepteur à trouver et/ou cliver ses substrats nous semble être la plus plausible

compte tenu des données actuelles de la littérature.
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Conclusions et perspectives

La première partie de notre travail identifie le mécanisme par lequel les peptides

d'élastine induisent l'activation de la survie cellulaire. Quand les fibroblastes dermiques

humains sont stimulés avec des PE, nous observons une diminution de l’apoptose induite par

les céramides. Les céramides provoquent l’apoptose par libération dans le cytoplasme du

cytochrome C permettant d’activer la caspase-9 initiatrice. Dans notre système, nous avons

montré que la voie PI3K/Akt était la voie principalement utilisée par les cellules. En effet, la

stimulation par les PE provoque l’activation complète de la kinase anti-apoptotique Akt en

passant par la PI3K/p110γ (Figure 41). Akt va alors pouvoir phosphoryler les protéines pro-

apoptotiques pour les inactiver. Soit de façon directe dans le cas de la caspase-9. Soit de façon

indirecte dans le cas du facteur de transcription Foxo3a et Bad qui sont séquestrés dans le

cytoplasme par la protéine 14-3-3 ζ qui permet d’inhiber leur effets pro-apoptotiques. Dans la

balance survie/apoptose, ce mécanisme favorise la survie cellulaire.

Dans notre étude, nous avons montré que la protéine 14-3-3 ζ va effectivement séquestrer

Foxo3a. Suivant la littérature, il a été montré que Bad était lui aussi séquestré par la 14-3-3 ζ 

(Zha et coll., 1996). Les études par Western-blot effectuées au cours de ma thèse ont permis

de montrer que Bad était phosphorylé donc potentiellement séquestré dans le cytoplasme par

la 14-3-3 ζ. Cependant, elles ne m’ont pas encore permis de vérifier ce phénomène dans notre

système. Il serait utile de vérifier ce point.

Les expériences ayant permis d’étudier la voie de signalisation impliquée dans la survie

cellulaire induite par les PE ont été initiées chez des FDH de sujets mature (30 ans). L’étape

suivante sera d’étudier cette voie de signalisation (et d’autres) pour des cellules provenant de

patients âgés (>60 ans) de façon à comprendre les raisons du découplage du récepteur.

Le projet comporte néanmoins quelques difficultés majeures rencontrées aussi dans cette

étude. Les cellules âgées sont difficiles à cultiver in vitro. Leur capacité de division par

rapport à des cellules provenant de sujets jeunes ou matures est en effet beaucoup plus faible.

Il pourrait être intéressant de mener des études sur des cellules sénescentes. Ce sont des

cellules qui sont entrées en stade quiescent ou de non division. Le fibroblaste cultivé in vitro

ne peut se diviser qu’un nombre limité de fois. Au delà, les cellules subissent une "crise" qui
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les empêche d’entrer dans le cycle mitotique : c’est la limite de Hayflick. Là aussi, nous

sommes confrontés au même problème de culture cellulaire, car il faut obtenir des cellules

sénescentes en grande quantité en travaillant par passages successifs. Il faut en général plus de

20 passages avant qu’une cellule devienne sénescente. Le temps de division d’un fibroblaste

étant long (48 h), il faut de nombreuses semaines avant d’obtenir la quantité optimale de

fibroblastes sachant qu’après être passé en sénescence, ils ne se diviseront plus. L’autre

difficulté est de mener la culture cellulaire à son terme car, la plupart du temps, les cellules

meurent naturellement quand le nombre de passages devient trop élevé et n’atteignent donc

pas le stade sénescent.

La solution pourrait être l’utilisation de puces à cellules transfectées. Dans cette

méthodologie à haut débit, des cellules (comme des fibroblastes) sont transfectées par des

siRNA et placées sur une puce où l’impact de l’extinction transitoire du gène ciblé est évalué.

Cette méthode est très sensible et présente l’avantage de ne pas nécessiter beaucoup de

matériel biologique. Dans le cas qui nous intéresse, les cellules pourraient être des fibroblastes

âgés et les siRNA ceux du kinome des cellules humaines (plus de 800 kinases et protéines

associées). Cette méthodologie présente malheureusement le défaut d’être très coûteuse.

Notre travail n’a pas pu mettre en évidence la raison du découplage du récepteur puisque

nous avons montré que l’expression du récepteur n’est pas diminuée au cours du

vieillissement. Cependant, cette étude ne s’est intéressée qu’à l’expression des différentes

sous-unités du récepteur. Il serait maintenant intéressant d’étudier l’adressage du CRE et sa

localisation au sein des membranes en fonction de l’âge, notamment par rapport à des

plateformes de signalisation appelées radeaux lipidiques. En effet, certains des lipides qui les

composent sont des substrats de Neu-1. De plus, on ne peut pas écarter la possibilité que des

modifications post-traductionnelles survenant au cours du vieillissement puissent modifier

l’adressage du CRE et/ou sa fonctionnalité. Ces travaux pourraient être réalisés par des

méthodes d’immunodétection associées à une analyse protéomique des protéines

membranaires.

Notre étude s’étant focalisée sur des cellules normales du tissu conjonctif. Dans le futur,

il pourrait être intéressant d’étudier également l’effet des peptides d’élastine sur la survie et le

comportement des cellules tumorales. En effet, de telles cellules ayant colonisé des organes

riches en élastine pourraient, grâce aux peptides d’élastine libérés localement, trouver des

facteurs de survie qui pourraient favoriser leur maintien sur le site et, au-delà, la progression
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de la tumeur. De nombreux médicaments anticancéreux sont de puissants inducteurs de

l’apoptose en ciblant la voie mitochondriale. Les tumeurs implantées dans des tissus riches en

élastine, comme par exemple le poumon, pourraient donc être alors plus difficiles à traiter par

chimiothérapie.
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Figure 41 : Schéma général de la signalisation induite par des peptides d’élastine ayant trait à la survie cellulaire.
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