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Exposé bibliographique Chapitre I : La peau

Chapitre I : La Peau

Chez I’homme, la peau est I’enveloppe protectrice du corps, c’est une barriere
physique souple qui protége les tissus et les organes de la plupart des agressions extérieures.

La peau comprend trois tissus principaux : épiderme, derme et hypoderme (Figure 1).

pores tige d'un follicule pileux (poil)

surface de la peau

pore de

épiderme
transpiration s

capillaires

muscle érecteur
du poil

glande sudoripare
exocrine
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réseau veineux -

réseau artériel ; ——
— tissu conjonctif

cellules adipeuses terminaison nerveusecellules matricielles
(graisseuses)

Figure 1. Coupe schématique de la peau

1. Epiderme

C'est la couche la plus superficielle et également la plus mince de la peau. Son
¢paisseur varie en fonction de la partie du corps recouverte, de 50 um pour les paupicres
jusqu'a 1,5 mm pour la plante du pied. Bien qu’il soit riche en terminaisons nerveuses,
I’épiderme n’est irrigué par aucun vaisseau sanguin. L’épiderme est un épithélium
pavimenteux (les cellules de la couche superficielle sont plates), stratifié (composé de
différentes couches), kératinisé (en raison de la synthése d’une protéine particuliere, la
kératine). Cet épithélium est donc divisé sur des bases morphologiques en 4 couches
superposées (Figure 2), qui sont, en partant de ’extérieur : la couche cornée (stratum
corneum), la couche granuleuse (stratum granulosum), la couche épineuse (stratum spinosumt)
et la couche basale (stratum basal). Elles se différencient a partir des kératinocytes de la
couche basale. Ceux-ci ont la capacité de se diviser afin de renouveler totalement 1’épiderme

tous les 25 a 50 jours. En plus des kératinocytes, trois autres catégories cellulaires composent
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principalement 1’épiderme : les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules Merkel

(Figure 2).

Intermediate Melanin granule
filament (keratin) I

(a) Keratinocyte (b) Melanocyte

Cellule de
Langerhans ¢
Mélanocyte

Cellule de Merkel

fath oy Tactlle

el (Merkel)

Y 1 disc
Sensory
neuron

(c) Langerhans cell (d) Merkel cell

Figure 2. Structure de I’épiderme avec les différentes cellules

1.1. Kératinocytes

Ils constituent 90 % des cellules de I’épiderme. Ils synthétisent la kératine, une
protéine fibreuse et insoluble dans 1'eau, qui assure a la peau sa propriété d'imperméabilité et
de protection extérieure. Apres leur division, les kératinocytes basaux migrent vers la surface
de I’épiderme. Plus ils s’en approchent, plus ils s’aplatissent, se kératinisent et finalement
desquament. Ce processus de différenciation progressif donne naissance aux quatre couches

de I’épiderme.

1.2. Mélanocytes

Ce sont les cellules qui pigmentent la peau. Ils sont présents surtout dans la couche
basale dans de faibles proportions (5 a 10%). Ce sont des cellules dérivées de la créte neurale.
Elles produisent un polymeére stocké dans des organites spécifiques appelés mélanosomes. Ce

polymeére connu sous le nom de mélanine remplit comme fonction de pigmenter la peau afin
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de la protéger du rayonnement solaire. Ce pigment foncé colore également les cheveux et
I’iris de I’ceil. L’accumulation locale de la mélanine et des mélanocytes aboutit a I’apparition
de taches de rousseur et de grains de beauté. Au sein d’une structure appelée unité
épidermique de mélanisation, des mélanosomes sont transférés des mélanocytes vers les

kératinocytes voisins.

1.3. Cellules de Langerhans

Situées dans la partie moyenne de 1’épiderme (stratum spinosum), les cellules de
Langerhans ne représentent que 2 a 8% des cellules épidermiques. Elles sont primordiales
dans le systtme immunitaire de la peau. Ces cellules dendritiques sont produites dans la
moelle osseuse d’ou elles migrent, via la voie sanguine, afin de coloniser 1’épiderme et de
contribuer a I’activation des cellules du systéme immunitaire adaptatif. En effet, elles sont
capables d’ingérer des particules étrangeéres et des micro-organismes, et de présenter leurs
déterminants antigéniques aux lymphocytes T afin d’initier la réponse immunitaire spécifique.
Pour cela, elles peuvent migrer de I’épiderme aux ganglions lymphatiques de drainage, dans

le compartiment cutané considéré.

1.4. Cellules de Merkel

Ce sont des cellules neuroendocrines présentes en petite quantité dans la couche basale
(1%). Elles sont distribuées de facon irréguliere a la surface corporelle (isolées ou regroupées
en amas). Une des principales caractéristiques de ces cellules est leur richesse en granules
neurosécrétoires. Le nombre de molécules contenues dans ces granules donne la capacité aux
cellules de Merkel de communiquer avec de nombreux types cellulaires en plus des neurones,

ce qui leur vaut l'attribution du titre de "cellule neuroendocrine".

2. Derme

Le derme est une enveloppe résistante et souple qui donne a la peau la majeure partie
de ses propriétés biomécaniques. Tout comme 1’épiderme, son épaisseur est variable selon son
emplacement sur le corps (trés épais a la paume des mains et la plante de pieds, et trés mince

sur les paupicres). En revanche, il est en moyenne quatre fois plus épais que 1’épiderme. Le
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derme est fortement vascularisé et joue un role dans le contrdle de la température du corps par
le contrdle de la dilatation ou la constriction des vaisseaux. Il est riche en fibres conjonctives
de collagéne qui assure soutien, extensibilité et résistance a la peau. Ces fibres sont trés
abondantes dans la peau cicatricielle. Sont également présentes des fibres d’élastine, plus
fines, responsables de I’¢lasticité¢ et de la souplesse de la peau saine. Ces fibres sont
pratiquement inexistantes dans le tissu cicatriciel. Ces deux types de fibres, produites par les
cellules résidentes principales du derme, les fibroblastes, se raréfient progressivement au
cours du vieillissement. Morphologiquement, le derme est constitu¢ par deux zones de tissu
conjonctif dense :

e La zone papillaire ou adventitielle : c’est la couche située sous la membrane basale de
I’épiderme et des annexes épidermiques, dans lesquelles sont présents les récepteurs de la
douleur (les terminaisons nerveuses libres) et les récepteurs du toucher (les corpuscules
lamellaires de Meissner). Certaines régions comme les extrémités des doigts, la paume de la
main et la plante des pieds sont parsemées de petites projections papillaires du derme qui
conférent a la surface externe de la peau un relief accidenté fait de crétes et de sillons.

e La zone réticulaire: C’est la couche la plus profonde du derme. Elle contient des
vaisseaux sanguins, des glandes sudoripares et sébacées, des récepteurs de pression (les
corpuscules de Pacini) et de nombreuses cellules phagocytaires qui empéchent la pénétration
bactérienne. On y trouve aussi des fibres de collagene qui conférent a la peau sa résistance et

son hydratation, et des fibres ¢élastiques qui lui conférent son élasticité.

3. Hypoderme

C’est un tissu conjonctif lache richement vascularisé qui contient selon les endroits
plus ou moins de tissu adipeux divisé en lobules graisseux par de fines membranes
conjonctives. C’est a ce niveau que se trouvent les fibres nerveuses et les racines des poils, de
méme que les glandes sébacées et sudoripares. Il sert d'interface entre le derme et les
structures mobiles situées en dessous comme les muscles et les tendons. Il protége également
l'organisme des chocs physiques, des variations de température et sert de réserve adipeuse. Il a
une €paisseur variable selon les localisations (mince au front et épais au niveau des zones
devant supporter un impact telles que les fesses ou les talons). Il représente 15 a 30% du poids

corporel.
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4. Membrane basale

4.1. Généralité

La membrane basale est une matrice extracellulaire particuliere que l'on trouve a
l'interface entre un épithélium ou un endothélium et un autre tissu. Elle mesure de 50 a 100
nm. Elle est composée principalement de laminines, de collagene 1V, de nidogenes, et de
perlécane (heparan protéoglycanes sulfate ou HPSG). Mais on peut également y trouver de
I’agrine (un autre HPSG), du SPARC (composant ubiquitaire de la matrice extracellulaire), de
la fibuline et de la fibronectine. Dans cette membrane, on peut également distinguer une zone
riche en collagénes tels que les collagénes XV, XVIII ainsi que le collagene XIX riche en
cystéine (Myers et al., 1996 ; Myers et al., 1997 ; Saarela et al., 1998 ; Tomono et al., 2002).

Trois caracteres essentiels distinguent cette matrice:

e Les composants présents dans la membrane basale sont pratiquement identiques dans
tous les organismes chez les vertébrés.

e Le collagene IV et la laminine-1 sont polymérisés séparément dans des réseaux avec
de fines ramifications.

e Des études ont démontré que le nidogene-1 forme des complexes ternaires soit avec la
laminine et le collagéne soit avec la perlécane et la fibuline, ce qui suggere que les nidogénes
jouent un role central dans l'intégration de la membrane basale (Adam ef al., 1997 ; Battaglia

etal, 1992 ; Fox et al., 1991).

Les membranes basales ont diverses fonctions structurelles dans le renforcement et la
délimitation des tissus et servent de barriere sélective. En outre, elles jouent un rdle
fondamental dans la différenciation, la migration, la prolifération et la survie cellulaire en
activant les voies de signalisation par des interactions avec des récepteurs transmembranaires
et en servant de réservoir pour des facteurs de croissance et des cytokines (lozzo, 2005).
L'importance de ce role a été révélée au cours de certaines maladies génétiques caractérisées
par des membranes basales structuralement défectueuses (Hudson er al, 1993). Parmi ces
maladies, les plus connues sont le syndrome d'Alport et le syndrome de Knoblach qui ont été
associés respectivement a des mutations du collagéne IV (chaine a5) et du collagene XVIII
(chaine al) (Barker et al., 1990 ; Hudson et al., 1992 ; Cosgrove et al., 1996 ; Kalluri et al.,
1997).
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4.2. Formation de la membrane basale

La formation de la membrane basale est initiée par I'auto-assemblage intermoléculaire
de la laminine et du collagene afin de former des structures semblables a des échafaudages
(Yurchenco et al., 2002). Ensuite, ces échafaudages constitués indépendamment interagissent
les uns avec les autres. Les interactions entre les réseaux du collagéne IV et de la laminine
sont, cependant, facilitées par le nidogéne (Aumailley et al., 1993 ; Aumailley et al., 1989).
Des études ont montré que la laminine forme des polymeres a la surface des cellules a 1'aide
de récepteurs tels que la B1 intégrine et le dystroglycane (Aumailley ef al., 2000 ; Sasaki et
al., 1998 ; Utani et al., 1995). On peut notamment remarquer que lors d’expériences in vitro,
les corps embryoides manquant d'intégrine B1 ou de dystroglycane déposent une quantité plus
réduite de la laminine, que les cellules témoins (Aumailley et al., 2000 ; Andac et al., 1999 ;
Talts et al.,, 1999). Bien que sa synthése soit normale, le collagéne IV est incapable de se
regrouper dans la membrane basale en ’absence de laminine (Yurchenco et al, 2002 ;

Aumailley et al., 2000).

Les récepteurs de la surface cellulaire tels que les intégrines (en particulier f1) ou les
dystroglycanes facilitent donc le dépdt initial de polymeéres de laminines. Ces derniers se lient
ensuite & des polymeres de collagéne IV sur la surface cellulaire via I’intervention du
nidogéne (Willem et al., 2002). Toutes ces interactions sont nécessaires a la génération d’une

membrane basale fonctionnelle (Figure 3).
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Figure 3. Schéma représentant la formation de la membrane basale (MB). A)
Sécrétion de composants de la MB : collagene 1V, laminine, nidogeéne et perlécane. B)
Polymérisation de la laminine et interaction avec la surface cellulaire via intégrines et
dystroglycanes. C) Assemblage de la MB.
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4.3. Membrane basale épidermique

4.3.1. Structure

Dans la peau, la membrane basale forme la jonction dermo-épidermique, assurant la
séparation entre I'épiderme et le derme tout en offrant une interface adhésive et dynamique.
Elle peut étre divisée en 4 zones, en allant de 1’épiderme vers le derme : les hémidesmosomes,

la lamina lucida, la lamina densa et la zone fibrillaire.

4.3.1.1. Hémidesmosomes

4.3.1.1.1. Structure et fonction

Les hémidesmosomes (HD) sont des complexes multiprotéiques spécialisés dans
I’adhésion des cellules basales a la membrane basale que ce soit dans les épithéliums simples
ou complexes (Margadant et al., 2008). En se basant sur leurs composants, on distingue deux

types de HD :

Le type I (classique) qui se trouve dans les épithéliums stratifiés, par exemple la peau,
se compose de I’intégrine a6P4, de plectine, et de deux antigénes de la pemphigoide bulleuse
(BP) [I’antigene 180 (également appelé BPAG2 ou collageéne de type XVII) et I’antigene 230
(BPAGI)] (Litjens et al., 2006 ; Wilhelmsen et al, 2006) (Figure 4). La stabilisation
intracellulaire des HD se fait par I’association de plectine et de BP230 avec des filaments
intermédiaires de kératine, créant ainsi un ancrage stable (Litjens et al., 2006 ; Wilhelmsen et
al., 2006 ; Tasanen et al., 2004). L'importance des HD dans le maintien de l'intégrité

épithéliale est illustrée par plusieurs données :

— L’ablation des geénes codant pour I’intégrine o6, I’intégrine B4 ou la plectine
entraine, chez la souris, l'apparition de bulles sur la peau, causant la mort
néonatale. En revanche, les souris knockout BP180 ou BP230 présentent des
Iésions érosives bénignes (Litjens et al., 2006 ; Wilhelmsen et al., 2006).

— Chez I’homme, les patients porteurs de mutations dans l'un des composants des
HD souffrent de maladies de gravité variable connues sous le nom d’épidermolyse
bulleuse. La gravité de ces maladies dépend de la nature des mutations, de leur

localisation et leur conséquence sur 1’expression de I’ARNm et des protéines

(Pulkkinen et Uitto, 1999 ; Pfendner et al., 2005).
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Le type II se trouve dans les épithéliums simples de l'intestin, par exemple, et se

composent d’intégrine o634 et de plectine.

Filaments
intermédiaires

Membrane
basale

densa

) Derme
d’ancarage ;

(collagéne VII) h [ -

Figure 4. Représentation schématique de 1'organisation des complexes
hémidesmosomes-filaments.

4.3.1.1.2. Nidogenes

La famille des nidogénes est composée de deux isoformes, le nidogéne-1 et le
nidogéne-2.

4.3.1.1.2.1. Nidogene-1

C’est une glycoprotéine sulfate exprimée de fagon ubiquitaire par toutes les
membranes basales. Elle comprend trois domaines globulaires reliés par des segments de
forme allongée (Fox et al., 1991 ; Kohfeldt er al., 1998). Deux domaines globulaires (Gl1,
G2), séparés par un petit site de liaison, sont situés dans la région N-terminale et un domaine

globulaire (G3) est situé¢ dans la région C-terminale. Le domaine G3 se lie fermement aux
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laminines, tandis que le domaine G2 a une forte affinité avec le collagéne IV et le perlécane,
ce qui permet la formation de complexes ternaires entre les principales protéines de la

membrane basale (Fox et al., 1991 ; Mayer et al., 1995 ; Hopf et al., 1999).

4.3.1.1.2.2. Nidogene-2

L’expression de nidogene-2 est plus limitée, en particulier dans les membranes basales
des muscles cardiaques et striés dans lesquelles il se présente en faible quantité. Son
arrangement structural et sa capacité¢ a former des complexes ternaires sont similaires a celui
du nidogene-1 (Kohfeldt ez al., 1998 ; Salmivirta et al., 2002). Il est impliqué dans 'adhésion

cellulaire en liant les intégrines a3B1 et o6B1 (Salmivirta et al., 2002).

4.3.1.1.2.3. Fonctions

Les fonctions de ces deux isoformes ont été révélées par plusieurs études utilisant des
souris knock-out d’un ou de deux nidogenes. Les animaux knock-out en nidogéne-1 ou
nidogéne-2 sont viables, fertiles et les membranes basales examinées sont intactes (Murshed
et al., 2000 ; Schymeinsky et al., 2002). Seules les souris knock-out en nidogéne-1 montrent
des anomalies neurologiques (Dong et al., 2002 ; Vasudevan et al., 2009). Les souris
manquant simultanément des deux isoformes meurent peu apres la naissance consécutivement
a des anomalies au niveau des poumons, du cceur et du développement des membres. Toutes
ces anomalies sont directement liés a des défauts dans 'assemblage de la membrane basale
(Bader et al., 2005 ; Bose et al., 2006). Paradoxalement, certains tissus montrent des
structures normales au niveau de cette derniére : par exemple les reins (Bader et al., 2005) et
la peau (Mokkapati et al., 2008). On peut donc supposer que, in vivo, la membrane basale
peut encore étre formée sans le nidogene, indiquant le recrutement spécifique tissulaire de ce

dernier.

4.3.1.1.3. Perlécane

Le perlécane, une protéine HPSG présente dans les membranes basales, est un des
polypeptides a une seule chaine les plus importants découvert chez les vertébrés et les
invertébrés (lozzo, 1998 ; lozzo et al., 1994). 1l est constitué¢ de cinq domaines liés a des
molécules impliquées dans le métabolisme, la division et I'adhésion cellulaire. Ces molécules
sont variées (intégrines, dystroglycanes, facteur de croissance FGF...) (Hopf efr al, 1999,

2001 ; Mongiat et al., 2001). Ces données suggerent que le perlécane est impliqué dans
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I’assemblage de la membrane basale mais aussi dans 1'adhésion cellulaire. Il est incorporé
dans la membrane basale de la plupart des cellules endothéliales et épithéliales, mais peut
aussi étre associ¢ a la surface cellulaire par des interactions de haute affinité avec les
intégrines, notamment a2B1 qui est le principal récepteur du collagene fibrillaire (Bix et
lozzo, 2005). En outre, le perlécane est exprimé dans les tissus avasculaires comme le
cartilage (SundarRaj et al., 1995 ; Melrose et al., 2004 ; Govindraj et al., 2002) et divers
tissus conjonctifs de stroma (lozzo et Murdoch, 1996). Il n'est donc pas surprenant que le
perlécane soit impliqué dans un certain nombre de processus pathologiques, y compris
l'athérosclérose, l'angiogenese et le cancer (Nugent et al, 2000 ; Tapanadechopone et al.,

2001 ; Jiang et al., 2004).

Le phénotype des animaux dépourvus de perlécane est complexe et montre des
malformations dans la circulation cardiaque et des anomalies dans le développement de

I’artére coronaire (Costell et al., 2002 ; Gonzalez-Iriarte et al., 2003).

Chez I’homme, la mutation au niveau du perlécane aboutit a une maladie génétique
1étale (Dyssegmental dysplasi Silverman-Handmaker/DDSH). C’est une maladie autosomique

récessive du squelette qui se caractérise par des vertébres anormales et des membres courts.

4.3.1.2. Lamina lucida

Elle est traversée par des filaments d’ancrage riches en laminine-1, -5 et -6. Ces
filaments forment un complexe d'adhésion continu avec les hémidesmosomes en se liant a la

portion extracellulaire de 1'intégrine o634, a la surface des kératinocytes.

4.3.1.3. Lamina densa

La lamina densa est majoritairement constituée de collagéne IV mais également de
laminine-1, de nidogeéne et de protéoglycanes. Elle forme la zone d’ancrage des filaments

issus de 1’épiderme et des fibres issus de la zone fibrillaire.
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4.3.1.4. Zone fibrillaire

La zone fibrillaire contient des fibres d'ancrages reliant la lamina densa de la
membrane basale a des plaques d'ancrage dans le derme papillaire. Les fibres d'ancrage sont

constituées de collagéne de type VII (Burgeson, 1993).

4.3.2. Composition

4.3.2.1. Collagénes

4.3.2.1.1. Structure

Les collagenes sont des molécules trimériques de la matrice extracellulaire utilisées
par les cellules afin d’assurer l'intégrité structurale. De récentes études offrent un éclairage sur
les membres de la famille des collageénes, leurs structures, leurs fonctions et les maladies
associées (Kadler et al., 2007 ; Myllyharju et Kivirikko, 2001 ; Myllyharju et Kivirikko, 2004
; Brodsky et Persikov, 2005 ; Gelse et al., 2003 ; Ortega et Werb, 2002).

Les chaines a enroulées ensemble forment une triple hélice afin de construire des
molécules trimériques caractéristiques des collagenes. Les trois chaines a qui forment cette
hélice sont composées d’une séquence triplet d’acides aminés glycine-X-Y. X et Y peuvent
étre n'importe quel acide aminé, bien que X soit souvent de la proline et Y de

I’hydroxyproline.

Les collagenes sont donc extrémement riches en proline et en glycine, tous les deux
sont importants dans la formation et la stabilité de 1’hélice a trois brins. La proline, du fait de
sa structure cyclique, favorise la formation de I’hélice gauche des chaines a et stabilise la
conformation de la triple hélice. Du fait de sa taille et de sa position centrale a I’intérieur de la
triple hélice, la glycine permet un contact étroit entre les trois chaines hélicoidales afin de
former la super-hélice finale. Dans chaque chaine o, les régions des triples hélices sont
traversées par des régions non collagéniques, appelées domaines NC. Ces domaines

contiennent souvent des peptides qui se trouvent dans d'autres molécules de la matrice.
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4.3.2.1.2. Biosynthese du collagene

La synthése du collageéne s’effectue a partir d’un précurseur présent dans les cellules,
le procollagéne. Celui-ci est constitué de brins beaucoup plus longs, rallongés par des
structures polypeptidiques supplémentaires qui portent le nom de propeptides. Le
procollagene est un assemblage de 3 chaines o en une hélice droite. Les trois chaines de
procollageéne sont synthétisées et transférées dans le lumen du réticulum endoplasmique. La
région contenant la triple hélice est flanquée d’un peptide signal et de deux propeptides (un
amino-terminal et un carboxy-terminal) qui sont importants pour la maturation de la protéine.
Le peptide signal est clivé et cette étape est suivie par plusieurs étapes d'hydroxylation et
glycosylations a l'intérieur de la cellule. Les différentes modifications post-traductionnelles et
la formation de ponts disulfure entre les propeptides carboxy-terminaux de trois chaines
permettent ensuite leur alignement. La triple hélice s’enroule alors comme une fermeture

éclair, en direction de 1’extrémité amino-terminale.

Enfin, le procollagéne peptidase, clive alors les deux propeptides, permettant la
formation de tropocollagéne mature. En tout dernier lieu, les faisceaux de tropocollageéne
s’assemblent a proximité de la surface cellulaire, s’interconnectent et forment des fibres de

collagéne matures (Boot-Handford et Tuckwell, 2003) (Figure 5).

\ Fibres de
Cellule \ collagéne mature
I Synthesepolypéptidique
Synthése dn HEISE R EEE T
polypeptide ‘ |
2 Hydroxylation et glycosylation
Fibres de
Modification 3 Formation de la triple hélice collogene
post-traductionelles H
{4 Sécrétion ) 6
N\
\
Procollngéue
Faisceanx de peptidase  Faisceaux de
“ procollagéne . < troprocollagéne
Propeptide Propepfide

Figure 5. Schéma représentant la formation du collagéne
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Le génome humain contient au moins 43 chaines a distinctes qui sont assemblées en
28 types de collagene (Myllyharju et Kivirikko, 2004 ; Veit et al., 2007). Les collagénes sont

divisés en deux sous-familles:

4.3.2.1.3. Collagenes fibrillaires

Cette sous-famille rassemble les collageénes I, II, III, V, XI, XXIV, XXVII qui sont
capables de former des fibrilles, grace a I’assemblage de différents triméres formés par les
chaines o. Aprés avoir ¢té sécrétées dans I’espace extracellulaire, ces molécules de collagéne
s’assemblent en polymeéres. Les fibrilles de collagenes sont de fines structures (10 a 300 nm
de diameétre) longues de plusieurs centaines de micrométres dans les tissus matures et sont
clairement visibles sur les photographies en microscopie électronique. Les fibres de collagéne
que I’on peut observer en microscopie optique sont, en fait, I’agrégation de ces fibrilles en

faisceaux plus larges (semblable a des cables) de plusieurs micrométres de diameétre.

4.3.2.1.4. Collagenes non fibrillaires

Plusieurs groupes appartiennent a cette sous-famille:

e Les collagénes associés aux fibres ou FACITs (fibril-associated collagens with
interrupted triple helices) : sont des collagénes non fibrillaires qui, en s’associant a des
collagenes fibrillaires, permettent des interactions avec les autres protéines de la matrice
extracellulaire. 8 membres font partie de ce groupe: collagenes VII, IX, XII, XIV, XVI, XIX,
XXI et XXII.

e Les collageénes en réseaux sont les collagenes IV, VI, VIII et X et ne s’assemblent pas
en fibrilles mais en réseaux.

e Les collagenes transmembranaires (XIII, XVII, XXIII, et XXV) sont insérés dans la
membrane plasmique. IlIs participent a la formation des sites d’interaction entre la cellule et la

matrice extracellulaire tels que les hémidesmosomes ou les plaques focales d’adhésion.

4.3.2.1.4.1. Collagene 1V

Le collagéne IV est une protéine trimérique, autrement connu sous le nom de
« collagene de la membrane basale ». En effet, le collagéne IV n’est produit qu’au niveau de
la membrane basale ce qui le distingue des autres collagenes. Il est également appelé « réseau

de collagenes » en raison de sa capacité a s'auto-assembler dans des réseaux organisés, ce qui
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le différencie des collagénes fibrillaires (types I, II et III). Il existe six chaines a de al(IV) a
a6(IV) qui peuvent étre utilisées pour créer les trimeres du collagéne IV (Hudson et al., 1993
; Khoshnoodi et al, 2008). Malgré I’existence de 6 chaines o différentes, et donc de
nombreuses combinaisons potentielles, on constate qu’elles ne forment que trois
hétérotrimeres distincts (alalo2, a3o4das et aSasSa6). Les chaines ol (IV) et o2 (IV),
appelées chaines classiques car ayant été les premicres découvertes, sont présentes dans la
membrane basale de tous les tissus. A I’inverse, les quatre autres chaines ont une distribution
tissulaire limitée dans la membrane basale. Par exemple, les chaines a3 (IV), a4 (IV) et o5
(IV) sont présentes dans la membrane basale glomérulaire des reins, des poumons, des
testicules, et des yeux. Les chaines a5 (IV) et a6 (IV), quant a elles, se trouvent dans la
membrane basale de la peau, des muscles lisses et des reins. L'expression des chaines du
collagéne IV est également soumise a une régulation temporelle. Par exemple, dans la
membrane basale glomérulaire du rein humain, les génes codant pour les chaines ol (IV) et
a2 (IV) sont exprimées au cours du développement embryonnaire précoce (jusqu'aux 75
jours), puis leur niveau d'expression baisse progressivement. Cette régulation de 1’expression
est essentielle a la maturation de la membrane en tant que barricre de filtration spécialisée du
rein. Par conséquent, la plupart des mutations identifiées dans les génes codant soit pour ol

(IV) soit pour o2 (IV) sont létales a I’état embryonnaire.

Chez les mammiferes, la famille des collagéne IV comprend six chaines o hautement
homologues, mais génétiquement distinctes (Figure 6). Chaque chaine contient trois domaines
structurellement distincts, un domaine N-terminal riche en cystéine et en lysine, un domaine
répété Gly-X-Y de 1.400 résidus et enfin un domaine C-terminal (NC1/non collagenous) de
230 résidus (Hudson et al., 2003). La présence dans le domaine N-terminal de résidus riches
en cystéine et en lysine est essentielle pour la réticulation interchaine de quatre triple hélices
via des ponts disulfure et des jonctions lysine-hydroxylysine. Une autre caractéristique du
collagene IV est la présence de 21 a 26 interruptions dans le domaine tripeptide répété Gly-X-
Y. Ces interruptions servent, d’une part, a la flexibilité moléculaire des réseaux du collagene,
et d’autre part, a la liaison cellulaire et a la réticulation interchaine (Vandenberg et al., 1991).
Les domaines NC1 sont les sites de reconnaissance moléculaire dans lesquels 1’assemblage de
triples hélices est initié. Une fois sécrétées dans la matrice extracellulaire (MEC), les triples
hélices s'auto-assemblent pour former des réseaux distincts constituant un échafaudage

moléculaire qui permet la liaison avec d'autres composants de MEC tels que les laminines, les
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perlécanes et les nidogénes pouvant se lier et ainsi former I’assemblage de la membrane

basale.
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Figure 6. Schéma montrant ’origine de différentes chaines de collagéne IV. (A)
Les geénes, COL4A1/COL4A2 présents sur le chromosome 13, (B) COL4A3/COL4A4
sur le chromosome 2, et (C) COL4AS5/COL4AG6 sur le chromosome X. Ces génes sont
organisés en paires (téte-a-téte) et séparés par une région promotrice courte que les
deux genes partagent. Les génes jumelés sont transcrits de facon bidirectionnelle et
traduits en chaines o. Chaque chaine commence par un domaine N-terminal (7S), un
domaine collagénique long, et un domaine C-terminal non collagénique (NC1).
L’assemblage des isoformes commence par la formation de triméres dans le domaine
NC-1, suivi par un superenroulement de triples hélices continuant jusqu’au domaine
7S. Ainsi les trois isoformes alol 02, a3odas, et 505006 sont formées.
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» Les récepteurs du collagéne IV:

En plus de son rdle dans la formation en échafaudage qui assure la stabilité mécanique
de la membrane basale, le collagéne IV est un élément important dans l'interaction des
cellules avec la membrane basale. Cette interaction est essentielle pour une variété de
processus biologiques, y compris l'adhésion, la migration, la survie, la prolifération et la
différenciation cellulaire. Des études, in vitro, ont montré que le collagéne IV sert de substrat
de fixation pour un grand nombre de types cellulaires, y compris pour les plaquettes (Santoro,
1986 ; Staatz et al., 1990), les hépatocytes (Rubin et al., 1981), les kératinocytes (Murray et
al., 1979), les cellules endothéliales (Cheng and Kramer, 1989 ; Herbst er al., 1988), les
cellules mésangiales (Setty et al., 1998) et les cellules du pancréas (Kaido et al., 2004). 11 sert
¢galement de substrat pour les cellules tumorales, telles que les cellules cancéreuses du sein et
de la prostate (Abecassis et al., 1987 ; Dedhar et al., 1993), du mélanome (Chelberg et al.,
1989), du fibrosarcome et du gliome (Aumailley et Timpl, 1986 ; Knight et al, 2000).
L’attachement de ces cellules au collagéne est réalisé par des récepteurs, principalement les

intégrines mais aussi d’autres récepteurs nommés les non-intégrines.

e Les intégrines: on peut les diviser en deux groupes: celles qui sont lices a la

triple hélice et celles que sont liées au domaine NC-1. Les récepteurs principaux du collagéne
incluent le sous-groupe d’intégrine B1 comprenant ot1B1 et o231 (Leitinger et Hohenester,
2007). Le site majeur de liaison avec les intégrines otlB1 et o221 a été identifié comme un
fragment de la triple hélice nommé CB3 (cyanogen bromide-derived) et situé a 100 nm du N-
terminal du collagéne (Vandenberg et al., 1991). En plus de ces deux intégrines, les cellules
peuvent également s’attacher au collagene IV en impliquant d’autres intégrines telles que

o3p1.

Les domaines NC1 peuvent aussi se lier aux intégrines : NC1 de la chaine a1 se lie a
I’intégrine a1 1, tandis que NC1 de la chaine o2 se lie aux intégrines arv3, avB3, et a3p1 et
NC1 de la chaine 03 et 06 se lient a I’intégrine awvB3. D’autres résultats ont été obtenus en
utilisant des cellules de mélanomes et de cancer de 1'ovaire prouvant que le domaine NC1 de
la chaine 02 interagit avec les intégrines ol 1 et avB3 (Roth et al, 2005). Le domaine NC1
de la chaine 03 interagit directement avec les intégrines avB3 et avB5 (Pedchenko et al.,

2004) (Figure 7).
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e Les récepteurs non-intégrines: on distingue plusieurs familles dans ces

récepteurs telles que les protéoglycanes a sulfate d'héparine (heparin sulfate proteoglycans),

la glycoprotéine VI et la famille des récepteurs du mannose (Leitinger and Hohenester, 2007).

» Maladies liées a des anomalies du collagéne IV:

Les deux principaux exemples dans lesquels le collagéne IV est directement impliquée
dans des pathologies sont le syndrome d’Alport et le syndrome de Goodpasture. Ces maladies
génétiques se produisent suite a I’absence d’une seule chaine de collagéne IV (Khoshnoodi et

al., 2008).
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Figure 7. Sites du collagéne IV liant les intégrines

4.3.2.1.4.2. Collagene XVII

C’est un composant structural des hémidesmosomes réglant 1'adhésion des
kératinocytes épidermiques et d’autres cellules épithéliales, a la membrane basale. Son
extrémité N-terminale est incorporée dans la plaque hémidesmosomale, alors que le domaine
extracellulaire est localisé dans la région des filaments d'ancrage de la membrane basale. Le
collagene XVII codé par le gene COL17A1 est un homotrimere de trois chaines o1 (180 kDa)
avec un domaine N-terminal intracellulaire de 466 aa, un domaine transmembranaire court de
23 aa et un domaine C-terminal extracellulaire de 1008 aa de long (Giudice et al., 1992). 1l
interagit avec deux types des ligands : les ligands extracellulaires comprenant 1’intégrine o6
et la laminine-5 (Hopkinson et al., 1995), et les ligands intracellulaires comprenant I’intégrine

B4, la plectine et le BP230 dans la plaque hémidesmosomale (Koster et al., 2003). Etant
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donné que d’autres partenaires liant cette protéine restent encore inconnus, il est clair que le
collagene XVII est impliqué dans le maintien de 1'adhésion des cellules épithéliales par des
interactions multiples protéine-protéine. Le role de BP180 est démontré par le biais de
maladies génétiques et acquises de la peau dans lesquelles ’absence ou la perte des fonctions
du collagene XVII conduit a une diminution de 1'adhésion épidermique et a 1’apparition de
cloques sur la peau (McGrath et al., 1995 ; Floeth et al., 1998 ; Schumann et al., 1997 ;
Schumann et al., 2000).

4.3.2.1.4.3. Collagene VIl

C’est la composante principale des fibres d’ancrage qui lient la lame basale et les
fibres de collagéne dermiques (Bruckner-Tuderman, 2009 ; Uitto, 2008 ; Aumailley et al.,
2006 ; Uitto et Pulkkinen, 1996). Le géne codant pour cette protéine est COL7AL1 situé sur le
chromosome 3p21 (Ryynanen et al., 1991). Le procollagéne VII est un homotrimére composé
de trois chaines pro ol (VII). Chaque chaine polypeptidique (VII) pro a1 contient une triple
hélice centrale de 145 kDa accolée a deux domaines non collagéniques, un N-terminal de 145
kDa (NC domaine-1) et un C-terminal de 30 kDa (NC-2) (Christiano et al,, 1994). Par la
suite, le collagéne VII mature subit plusieurs étapes de polymérisation pour former des

fibrilles d'ancrage (Burgeson, 1993).

En effet, des mutations dans le géne du collagéne VII, COL7Al, provoquent
I'épidermolyse bulleuse dystrophique (EBD) (Fine et al, 2008). EBD est une affection
cutanée héréditaire caractérisée par la fragilit¢ mécanique de la peau et des muqueuses. A ce
jour plus de 400 mutations différentes du géne COL7A1 sont connues possédant un large
éventail de présentations cliniques (Fine ef al., 2008). Plusieurs stratégies thérapeutiques ont
¢été tentées afin d’améliorer la quantité du collageéne VII dans les cellules pour augmenter la
production des fibrilles d'ancrage fonctionnelle. Une de ces stratégies a été réalisée par la
transduction des kératinocytes et/ou des fibroblastes avec I’ADNc de la forme sauvage du
collagene VII en utilisant les rétrovirus ou les vecteurs lentiviraux (Baldeschi et al., 2003 ;
Gache et al., 2004 ; Mavilio et al., 2006). Récemment, une étude amenée par Anja et son
groupe a montré la possibilité de sauvegarder 1’expression de collagene VII en recombinant
ses deux formes, sauvage (WT) et mutée, qui forment des triples hélices hétérotrimériques.

De fagon intéressant, la surexpression controlée de la forme WT du collagéne VII améliore
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progressivement la stabilité thermique du collectif des molécules du collagéne VII (Fritsch et

al., 2009).
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4.3.2.2. Laminines

Les laminines sont des molécules d'adhésion essentiellement situées dans la membrane
basale qui sont des glycoprotéines hétérotrimériques a, B et y. Ces molécules de grande taille
sont vitales pour de nombreuses fonctions physiologiques. Elles sont essentielles pour le
développement embryonnaire précoce, l'organogenese et d’autres fonctions dans plusieurs
tissus, dont les muscles, les nerfs, la peau, les reins, les poumons et le systéme vasculaire. On
dénombre actuellement plus de 12 isoformes de laminine. Les différentes isoformes ont une
expression spécifique et sont reconnues différemment par les intégrines selon les cellules et

les tissus dans lesquels elles se trouvent.

4.3.2.2.1. Isoformes et distribution

Les laminines sont constituées de grands multidomaines (o, B et y) hétérotrimériques
avec trois fonctions différentes : 1’adhésion, la migration et la signalisation (Aumailley et
Smyth, 1998 ; Colognato et Yurchenco, 2000). Les triméres sont nommés en fonction de la
composition de leurs chaines a, B, y. Par exemple, la laminine-111 est composée de chaines
al, B1, et y1. Cette derniere est la premiére laminine a avoir été isolée il y a 20 ans a partir de
la matrice d’une tumeur chez la souris Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). Cette laminine forme
une croix de chaines d’une masse moléculaire comprise entre 200 et 400 kDa (Figure 8).
Apres leur clonage, plusieurs homologues des trois chaines al, B1, et y 1 ont été isolés,
révélant ainsi une hétérogénéité insoupgonnée dans les laminines. Cinq chaines a, trois
chaines [ et trois chaines vy, ont été identifiées a ce jour (Figure 9) (Aumailley et Smyth, 1998

; Colognato et Yurchenco, 2000 ; Miner et al., 1997).
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Figure 8. Schéma représentant la structure de la
laminine-111. Cette laminine est composée de trois
chaines a1, B1 et yl. Chaque chaine débute par un
domaine N-terminal (LN) suivi par les domaines LE
(laminin epidermal growth factor-like), ces domaines
sont interrompus par des domaines globulaires L4. Le
domaine globulaire dans la chaine 1 est nommé LF
(Laminin Four), cette chaine contient aussi le
domaine LB (laminin h-knob). La chaine a se termine
par le domaine C-terminal nommé LG qui est
composé de 5 domaines globulaires (1-5). Les deux
domaines 3 et 4 sont liés par un lien non globulaire
appelé : Lien.

lien

Les chaines polypeptidiques de a, B, et y (100 - 400 kDa), s’agrégent en triple hélice
coiled-coil et sont reliées entre elles par des ponts disulfures, pour constituer une grande
glycoprotéine hétérotrimérique (400-800 kDa). Toutes les chaines de laminine sont
structurellement similaires notamment dans les petits domaines globulaires (L4 et LF), le
domaine LE (laminin epidermal-growthfactor-like) et 1'a-hélice coiled-coil (I et II)
(Aumailley et Smyth, 1998 ; Colognato et Yurchenco, 2000). Les chaines a sont définies par
un grand domaine globulaire (G-domaines) au niveau C-terminal (Aumailley et al., 2005 ;
Scheele et al., 2007 ; Tzu and Marinkovich, 2008). Les chaines B sont caractérisées par une
petite interruption dans le domaine coiled-coil, appelé «LP». Des activités biologiques
spécifiques ont été associées a chaque domaine de laminines. Par exemple, le domaine LN,
qui est présent dans l'al, a2, a3B, a5, B1, B2, B3, yl, et y3, est essentiel pour la
polymérisation et l'incorporation dans les membranes basales. C’est pourquoi les laminines,
contenant la chaine 04 ne possédant pas ce domaine, ne peuvent pas s'auto-assembler. On
retrouve cette incapacité a s'auto-polymériser pour la laminine-332, mais il a été suggéré
qu’elle puisse étre intégrée dans la membrane basale via la liaison avec la laminine-311, la
laminine-321 et en se liant a d'autres composants de la matrice extracellulaire (Miner et
Yurchenco, 2004). Le domaine coiled-coil est impliqué dans la formation du domaine triple
hélice a coiled-coil, mais d'autres fonctions restent a déterminer pour ce domaine. Les
domaines LG lient plusieurs récepteurs de la surface cellulaire et d’autres molécules de la

matrice extracellulaire (Timpl e al., 2000). Le role du domaine LE reste inconnu jusqu’a
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présent, bien qu’il soit particulierement important dans les chaines y1 et y3 car il héberge le

site de liaison avec le nidogene.
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Figure 9. Structure de différents domaines des laminines. Domaine LN : N-terminal, L4 et
LF : domaines globulaires, domaine LE : laminin epidermal growth factor-like, domaine cc :
Coiled-coil, domaine LG : C-terminal contenant 5 domaine G.
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Les différentes sous-unités de laminine (o, B et ) sont capables de se combiner pour donner

naissance a 16 isoformes différentes (Figure 10).
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Figure 10. Schéma de 16 laminines (humaines ou murines). Les numéros indiquent la
composition trimérique des laminines, les lettres grecques suivies des chiffres indiquent les
chaines. D’apres Aumailley et al., 2005.
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Les laminines ont une distribution tissu-spécifique et cette expression différentielle est
principalement déterminée par les variations de I'expression des chaines a. La chaine al est
exprimée dans la membrane basale au cours du développement embryonnaire précoce. En
outre, la chaine al est exprimée par les cellules épithéliales développées au cours de
'organogenéese. Chez l'adulte, elle est exprimée dans quelques membranes basales épithéliales
(les reins, la prostate, le placenta, les ovaires et les glandes mammaires). La chaine a2 est
principalement exprimée dans le systéme neuromusculaire et certains autres tissus. La chaine
a3 se trouve essentiellement dans 1'épiderme. La chaine a4 est associ¢e a l'endothélium, aux
muscles lisses, aux cellules adipeuses, aux cellules de Schwann, a la jonction
neuromusculaire, et a la moelle osseuse. La chaine a5 est largement exprimée dans la
membrane basale embryonnaire, I'épithélium mature, I’endothélium mature, les muscles lisses
et la jonction neuromusculaire (Hallmann et al., 2005 ; Scheele et al., 2007 ; Miner, 2008 ;

Tzu et Marinkovich, 2008).

4.3.2.2.2. Ligands et fonctions

Les laminines jouent un rdle important dans 1’adhésion, la migration et la
différenciation via leurs interactions avec les intégrines. Ces derniéres reconnaissent
principalement les chaines a de la laminine ce qui permet une adhésion spécifique. De
nombreuses intégrines, dont alfBl, a2p1, a3fl, a6pl, a7p1, aVP3 et a6p4, sont connues
comme ricepteurs de diffirentes isoformes de la laminine (Aumailley et Smyth, 1998 ;
Colognato et Yurchenco, 2000 ; Mercurio, 1995 ; Nishiuchi et al., 2006) (Tableau 1). Par
exemple, les intégrines alB1 et a2B1 reconnaissent le domaine VI de la chaine a, alors que les
intégrines a3PB1, a6pl, a7B1 et a6p4 lient le domaine G. Récemment, il a été montré que
l'intégrine aVPB3 est capable d’interagir avec les deux motifs RGD du domaine IV de la chaine
a5 laminine (Sasaki et Timpl, 2001). Les intégrines peuvent également reconnaitre les chaines
B et v, mais ces interactions restent moins connues a ce jour (Underwood et al., 1995 ; Ponce

et al., 2001 ; Decline et Rousselle, 2001).
D'autres protéines de la surface cellulaire sont en mesure de lier les laminines : ’a-

dystroglycane, la protéoglycane heparan sulfate, les sulfatides, les syndecanes et la

glycoprotéine du groupe sanguin Lutheran (Tableau 1).
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Isoformes Expression Récepteurs
épithélium embryonnaire, certains Intégrines (a1p1, a2B1, a6pl,
a1 . . . a7B1 et a9p1), a-DG,
111 épithéliums adultes (rein, foie, testicules, ; \
. ) . syndecans, protéoglycane a
ovaires), vaisseaux sanguins du cerveau
sulfate
121 Placenta Comme 111
Intégrines (alB1, a2p1, a6f1,
11 Muscle, ceeur, nerfs périphériques, a7B1 et a3p1), a-DG,
testicules syndecans, protéoglycane a
sulfate, sulfatides
221 Musgle, ceeur, nerfs perlphgrlques, Comme 211
jonction neuromusculaire
212/222a nerfs périphériques Comme 211
Intégrines (a3p1, a6p1,
Epiderme, amnios a§ p4), syndecans, \
3ALL protéoglycane heparan a
sulfate, sulfatides
3A21 Epiderme, amnios Comme 3A11
3A32 Epiderme, placenta, gland mammaire Comme 3A11
3A33b Testicules Comme 3A11
3B32 Skin, utérus, poumon Comme 3A11
Endothélium, muscle lisse, graisse, Integrines (G6B,1’ «7p1),
411 nerveuses berphériques syndecans, protéoglycane
beripherq heparan a sulfate
421 Endqthehgm, muscle lisse, graisse, Comme 411
jonction neuromusculaire
423 Systéme central rétinal / nerveux Comme 411
511 Epithélium mature, endothélium mature, Intégrines (021, a3p1, a6pl,
. a6p4, a7p1, avp3), a-DG,
muscle lisse
syndecans, Lutheran
Epithélium mature, mature endothélium,
521 : ) . .
muscle lisse, jonction neuromusculaire, Comme 511
membrane basale glomérulaire
523 Systéme central rétinal / nerveux Comme 511
Tableau 1: Différentes isoformes de laminines et leurs récepteurs. D’aprés Durbee;j
etal. 2010
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4.3.2.2.3. Laminines dans les modéles de souris

La génération et la caractérisation des modeles de souris déficientes en laminine ont
conduit a une meilleure compréhension des fonctions de ces laminines (Tableau 2). Tous les
genes codant pour les différentes chalnes de laminines ont été expérimentalement mutés chez
la souris. Les résultats révélés par ces études confirment le role crucial de la laminine-111 et
de la laminine-511 au cours du développement embryonnaire. En outre, les souris déficientes
en a3, B3, et y2 meurent prématurément (quelques jours aprés la naissance) a cause de
I’apparition de séveres blessures sur la peau, alors que ’apparition des défauts chez les souris
déficientes en a2, a4 et B2 apparaissent apres la naissance (Scheele et al., 2007 ; Miner, 2008
: Tzu et Marinkovich, 2008). Les souris déficientes en ol meurent au cours du 7°™ jour du
développement embryonnaire, probablement a cause de défauts dans la membrane de Reichert
(Miner et Yurchenco, 2004). La seule souris knock-out qui ne montre aucun phénotype est

celle qui est déficiente en y3. On peut néanmoins constater de sensibles différences entre ces

souris et des souris de type sauvage (Denes ef al., 2007) (Tableau 2).
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BT Modele de . e
de . Phénotypes et références
. . souris
laminine
ol Knock-out Létal (E6.5-E7). Absence de la membrane de Reichert
(Miner et Yurchenco, 2004)
Létal avant les 6 mois. Modérée de dystrophie musculaire,
o2 Mutation neuropathie périphérique (Xu et al., 1994 ; Sunada et al.,
spontanée non 1994), perte d’audition (Pillers ez al., 2002) et
identifi¢e développement thymocytaire aberrant (Magner et al.,
2000).
o3 Létal dans les 3 jours suivant la naissance. Graves cloques
Knock-out cutanées (Ryan et al., 1999) et glomerulogénése anormale
(Abrass et al., 2006)
20% meurent pendant la période prénatale. Anomalies
d dans les vaisseaux (Thyboll et al., 2002), les jonctions

Knock-out neuromusculaires (Patton et al., 2001), le systéme
nerveux périphérique (Wallquist ez al., 2005), et le ceeur
(Wang et al., 2006)

Létal avant E16.5. (Miner et al., 1998). Glomerulogenése
défectueuse (Miner et Li, 2000), anomalie du dévelopment
oS Knock-out des lobes pulmonaires (Nguyen et al., 2002), des
follicules pileux (Li et al., 2003), I’épithélium dentaire
(Fukumoto ez al., 2006) et de la morphogenése de la
glande submandibullaire (Rebustini ez al., 2007)

Létal a E5.5. Absence de membrane basale (Miner et

Bl Knock-out Yurchenco, 2004)

Létal dans les 3 premiéres semaines. Défauts dans les

synapses neuromusculaires (Noakes et al., 1995a), les

glomérules rénaux (Noakes et al., 1995b) et pathologie
rétinienne (Libby et al., 1999)

p2 Knock-out

Létal dans les 24 h aprés la naissance. Blessures sur la

B3 Knock-out peau (Kuster et al., 1997)

Létal a ES.5. Absence de membrane basale (Smyth et al.,

vl Knock-out 1999)

Létal pendant 5 jours aprés la naissance. Blessures
extensives sur la peau (Meng et al., 2003) et
hémidesmosomes trachéaux anormaux (Nguyen ef al.,
2006)

Knock-out

v3 Knock-out Pas de phénotype observé (Denes et al., 2007)

Tableau 2 : Modeéles de souris déficientes en laminine. D’aprés Durbeej, 2010
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4.3.2.2.4. Laminines dans I’épiderme

L'intégrité¢ des cellules dans les tissus nécessite une interaction cellule-cellule ainsi
qu’une interaction entre cellule et matrice extracellulaire. Dans les tissus épithéliaux tels que
'épiderme, I’ensemble des cellules interagit avec la matrice extracellulaire dans un tissu
conjonctif, la membrane basale. Les composants principaux de la MEC comprennent
différents types de collageénes, d'¢lastines, de fibronectines, de laminines, de fibrines, de
perlécanes, d’entactines et de nidogeénes (Charonis et al, 2005). Les laminines-5A
(03AB372), -5B (03BP3y2) et -6 (a3AB1y1) sont exprimées dans la membrane basale de la
jonction dermo-épidermique (Figure 10). Une autre laminine exprimée dans la membrane
basale est la laminine-10 (Champliaud et al., 1996 ; Aumailley et Rousselle, 1999 ; Garbe et
al., 2002).

Dans la suite du mémoire, seule la laminine-5A (t3AB3Y2) sera exposée et nommée

laminine-332.

» Role de la Laminine-332 dans [’épiderme

Le role principal de la laminine-332, encore appelée laminine-5, kalinine, nicéine,
ladsine ou ¢épiligrine, dans 1’épiderme est le maintien de la cohésion ¢épithélio-
mésenchymateuse des tissus exposés aux forces perturbatrices extérieures comme la peau, la
muqueuse squameuse stratifiée, 1'amnios et la cornée (Ryan et al., 1996). L’absence de
laminine-332 causée par des anomalies génétiques d’un des geénes codant pour I’une des sous-
unités (Pulkkinen et al., 1994 ; Aberdam et al., 1994) conduit chez les patients a une maladie
sévere, I’épidermolyse bulleuse jonctionnelle de type Herlitz (EBJH) (Marinkovich et al.,
1993 ; Meneguzzi et al., 1992), ce qui souligne I’importance de cette laminine. Cette protéine
joue un role clé dans 1'adhésion des cellules épidermiques en interagissant avec 1'intégrine

03B1 et a6B4 (Nishiuchi, 2006).

> Interaction entre laminine-332 et intégrine o351

L'interaction entre 1’intégrine oe3B1 et la laminine-332 initie et soutient la migration
cellulaire au cours de la cicatrisation et joue un role important dans le rassemblement de la
matrice de la laminine-332 (deHart et al., 2003 ; Goldfinger et al., 1999 ; Nguyen et al.,
2000a ; Nguyen et al., 2001). La liaison de ’intégrine a la laminine-332 génére des signaux
qui activent les MAP kinases (MAPK), régulateurs essentiels de la prolifération des

kératinocytes (Figure 11). Certains résultats suggérent aussi que cette signalisation comprend
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l'interaction du récepteur a I’EGF avec l'intégrine B1 (Gonzales et al., 1999). De plus, cette
interaction régule la voie Src kinases par FAK (Focal Adhesion kinase), ce qui favorise
l'activation de Racl et l'extension de lamellipodes polarisés (une structure cellulaire clé
régulant la motilit¢ cellulaire) (Choma et al., 2004 ; Choma et al, 2007). En effet, le
traitement par un inhibiteur de Rac atténue considérablement la migration cellulaire dans les
kératinocytes HaCat cultivés avec des fibroblastes (Laeeq et Faust, 2007). L’activation de
Racl sert aussi probablement a la translocation du facteur nucléaire Nf-kB et des MAP
kinases telle que MEK, ERK, JNK et p38 (Nikolopoulos et al., 2005). D’autre part, les MAP
kinases exercent un effet inhibiteur sur l'apoptose des kératinocytes (Jost er al., 2001),
indiquant ainsi I’importance potentielle de 1’interaction entre la laminine-332 et 1’intégrine

03B1 dans la survie des kératinocytes.

> Interaction laminine-332 / intégrine o6 /4

Dans la peau saine, I’interaction entre la laminine-332 et I’intégrine o634 prédomine
sur celle entre la laminine-332 et I’intégrine a3B1. Les complexes laminine-332 et intégrines
064 sont des composants essentiels des hémidesmosomes (Jones et al, 1998). En outre,
I’intégrine 06P34 et la laminine-332 interagissent avec la protéine transmembranaire collagéne
XVII (Parikka et al., 2001 ; Franzke et al., 2006). Le role de ce dernier est de renforcer la
structure des hémidesmosomes, a travers ses interactions avec la laminine-332.

Par le biais de son interaction avec 1’intégrine o634, la laminine-332 est capable de
jouer le role d’un transducteur de signaux en dehors de la structure des hémidesmosomes. Par
exemple, la liaison entre la laminine-332 et 1’intégrine o6B4 conduit, par le domaine
cytoplasmique de I’intégrine B4, a I’activation de deux voies de signalisation (Figure 11) :

¢ la voie MAP kinase (Ras/Raf/ MEK/ Erk).
e la voie Ras/Rac/JNK/c-Jun (Mainiero et al., 1995 ; Mainiero et al., 1996 ; Mainiero

et al., 1997).

In vivo, l'importance de ces voies dans la prolifération des cellules épithéliales est
¢galement démontrée par le modele de souris KO dans le domaine cytoplasmique de
I’intégrine 4. Ce dernier développe des défauts de la peau et des tissus intestinaux (Murgia et
al., 1998). De plus, de récents travaux ont montré que I’interaction entre 1’intégrine a6p4 et la
laminine-332 joue un rdle déterminant dans la migration des kératinocytes (Sehgal et al., 2006

; Kligys et al., 2007).
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La laminine-332 interagit directement avec le collagéne VII par D'extrémité N-
terminale de sa sous-unité 3 et, dans une moindre mesure, par sa sous-unité y2 (Chen et al.,
1999). La chaine 2 a été décrite comme la chaine par laquelle la laminine-332 peut interagir
avec le collagene IV, la perlécane et la fibuline (Sasaki et Timpl, 2001). La laminine-332 se
lie également a d'autres isoformes de laminines telles que la laminine-311 et la laminine-321

(Champliaud et al., 1996).
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Figure 11. Schéma représentant les interactions entre le laminine-332 et ses
récepteurs (les intégrines o.6B4 et o3p1).
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4.3.2.2.5. Laminine-332 dans les tumeurs

La laminine-332 est impliquée dans la migration cellulaire tumorale et les métastases.
La laminine-332 est sur-exprimée dans diverses tumeurs épithéliales, notamment cutanées,
orales, cesophagienne, du larynx, de la trachée, du col utérin et du cancer du colon
(Mizushima et al., 1996 ; Pyke et al., 1995 ; Tani et al, 1997 ; Berndt et al., 1997 ; Orian-
Rousseau er al., 1998 ; Skyldberg et al., 1999 ; Ono et al., 1999 ; Nordemar et al., 2001 ;
Lenander et al., 2001 ; Calaluce et al., 2001 ; Giannelli et al., 2003). L’expression de cette
protéine est corrélée avec l’invasion tumorale (Berndt er al., 1997 ; Ono et al, 1999 ;
Nordstrom et al., 2002) et aussi dans les différentes types de carcinomes squameux (SCC :
Squamous Cell Carcinoma) (Ono et al., 1999 ; Nordemar et al., 2001 ; Lenander et al., 2001 ;
Giannelli et Antonaci, 2000 ; Shinto et al., 2005). En régle générale, les tumeurs dérivées de
tissus qui expriment la laminine-332 présentent une expression ¢€levée, tandis que celles de
tissus qui ne I'expriment pas, tels que les sarcomes, ne I'expriment pas non plus. Toutefois, il
existe quelques exceptions notables. Par exemple, 1’expression de la laminine-332 est
généralement diminuée dans les cellules basales de carcinome spinocellulaire (SCC) (Savoia
et al., 1993), ainsi que dans les cancers avancés du sein (Holler, 2005) et de la prostate (Hao
et al., 2001). L'expression des récepteurs de la laminine-332, notamment l'intégrine a6p4, a

¢galement montré un role important dans la progression des SCC (Janes et Watt, 20006).

Pour les tumeurs de la peau, il a été prouvé que la présence dans le sang de fragments
Y2 suite au clivage de la laminine-332 est un marqueur tumoral (Katayama et al., 2003). Ce
clivage est assuré soit directement par MT1-MMP et MMP-19, soit indirectement par MMP-2
(Koshikawa et al., 2000 ; Koshikawa et al., 2005 ; Sadowski et al., 2005).
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4.3.2.3. Intégrines

Les intégrines sont des récepteurs cellulaires exprimés par les cellules adhérentes des
organismes multicellulaires, de mani¢re constitutive ou aprés activation par certains
constituants de la matrice extracellulaire. Ce sont des hétérodiméres composés de deux sous-
unités associées a et B (Hynes, 2002). Chez les vertébrés, la famille est composée de 18 sous-
unités a et 8 sous-unités B qui peuvent se combiner pour former 24 hétérodiméres différents
(Takada et al., 2007). Les intégrines sont indispensables aux liaisons entre les cellules et la
matrice extracellulaire, mais aussi pour les liaisons intercellulaires (Barczyk et al., 2010). Le
nom «intégrine» a ét¢ donné pour désigner l'importance de ces récepteurs dans le maintien de

l'intégrité de la liaison du cytosquelette (Hynes, 2004).

4.3.2.3.1. Structure et fonctions

La famille des intégrines est composée de plusieurs groupes qui sont déterminés en
fonction des ligands qu’elles sont capables de lier (Figure 12). Le premier groupe comprend
les intégrines possédant un site de liaison pour la séquence RGD (une séquence de trois acides
aminés, arginine-glycine-aspartique), capables de lier des molécules comme la fibronectine et
la vitronectine. Le deuxiéme comprend les intégrines liant les laminines. Le troisieéme,
regroupe les récepteurs de collageénes (aul, o2, al0, ol1) et une paire d’intégrines (041,
09B1) qui se lient aux composants de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine et
d’autres ligands de la superfamille des immunoglobulines, par exemple. Les vertébrés
possedent également un ensemble d'intégrines leucocytaires spécifiques qui reconnaissent la
superfamille des immunoglobulines et participent aux interactions hétérotypiques d’adhésion
entre cellules.

Chaque sous unité possede :

e un domaine extracellulaire court permettant les liaisons avec les multiples ligands de
la matrice (par exemple, la fibronectine, la vitronectine, la tenascin-C et les fibrilles).

e un domaine transmembranaire court

e un domaine intracellulaire long dans lequel les intégrines maintiennent les interactions

avec les protéines du cytosquelette (1’actine, la vinculine) (Tableau 3).
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Figure 12. La famille des intégrines. Barczyk er al., 2010

Plusieurs fonctions ont été attribuées aux intégrines en dehors de leurs roles dans
I’attachement des protéines de la matrice. Elles participent a I’intégration des réponses
cellulaires de D’extérieur vers l’intérieur dans un mode bi-directionnel et régulent les
processus cellulaires tels que la prolifération, la migration et 1'assemblage de la membrane

basale (Giancotti et Ruoslahti, 1999 ; Berrier et Yamada, 2007) (Figure 13).
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Figure 13. Voies de signalisation mise en jeu par les intégrines. Les intégrines avec
leurs ligands induit 1’activation : la voie JNK (est activée par PI3K-AKT ou de SFKs-
Rac) et la voie ERK/MAPK (est activée par FAK-Ras ou FAK-Raf). L’activation de ces
deux voies conduit a la migration, la prolifération et la survie cellulaire. Selon Guo et
Giancotti, 2004.
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Sous-unité .

o Sous-unité 3 Ligands

ol p1 Laminine, collagéne

o2 B1 Laminine, collagéne, o331

Laminine, collagéne, fibronectine, épiligrine, entactine,
o3 p1
o021

o4 B1 Fibronectine, VCAM

as B1 Fibronectine (RGD), L1-CAM, fibrinogéne
o6 p1 Laminine, mérosine, kalinine

o7 B1 Laminine

o8 p1 Fibronectine

o9 B1 Ténascine
al0 p1 Collagene
all B1 Collagene

ov p1 Fibronectine, vitronectine

oL B2 ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
oM iC3b, fibrinogene, facteur X, I[CAM-1
aX iC3Db, fibrinogeéne

v B1 Fibronectine, vitronectine

oy B3 Fibronectine, vitronectine, facteur de von Willebrand

(fvW),

ov B3 collagéne dénaturé, thrombospondine, Del-1
v B5 Vitronectine, ostéopontine, Del-1

v B6 Fibronectine

oV B8 Fibronectine
oll B3 Fibronectine, fibrinogéne, fvW, thrombospondine,

vitronectine

o6 B4 Laminine

o4 B7 Fibronectine, VCAM, MADCAM

oE B7 E- Cadhérine

Tableau 3. Famille des intégrines et leurs ligands. D’aprés Jin et Varner, 2004
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4.3.2.3.2. Intégrines dans 1’épiderme

Dans un épiderme normal, 1'expression des intégrines est limitée a la couche basale et
a la racine des follicules pileux (une exception étant avf8, telle que décrite dessus). a6p4 est
principalement concentrée dans la zone de la membrane basale et est une composante des
hémidesmosomes. Les autres intégrines sont réparties sur la lame basale, les surfaces latérales

et apicales des cellules basales (Watt et Hertle, 1994).

In vivo : des études sur I’épiderme humain ont révélé des clusters de f1 intégrines entrecoupés
d’hémidesmosomes sur la surface des cellules basales. Mais la majorité des Bl intégrines
semblent former un « O » (joint torique) a la périphérie de la cellule (Jensen et al., 1999).
In vitro : les intégrines P1 se trouvent dans les plaques focales d’adhésion, mais aussi, comme
in vivo, concentrées en «O» a la périphérie de la cellule (Braga et al, 1998).
In vitro, 064 se trouve :

e dans les hémidesmosomes rudimentaires associés a des filaments intermédiaires

e sur les lamellipodes des kératinocytes, en liaison avec l'actine filamenteuse (Adams et

Watt, 1991 ; Mercurio et al., 2001).

Outre la sur-expression de certaines intégrines se produisant lors de la culture, de la
cicatrisation ou de certaines maladies, on observe fréquemment deux changements dans
l'expression des intégrines épidermiques :

e Le premier est I'expression des intégrines dans la couche suprabasale, généralement
associée a une hyperprolifération bénigne (par exemple dans les Iésions psoriasiques ou dans
la muqueuse buccale) (Watt et Hertle, 1994) (Figure 14).

e Le second est la perte locale ou générale des intégrines qui caractérise les cellules
cancéreuses SCC (Jones et al., 1993 ; Bagutti et al., 1998). La perte focale des intégrines dans
les tumeurs semble étre corrélée a une perte de protéines de la membrane basale (Downer et

al., 1993 ; Jones et al., 1993).
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Figure 14. Schéma représentant I’expression des intégrines. (A) dans 1’épiderme, (B) le
psoriasis, (C) et le SCC (Squamous Cell Carcinoma)

4.3.2.3.3. Intégrines dans les kératinocytes

4.3.2.3.3.1. Expression dans les kératinocytes

Les intégrines exprimées par les kératinocytes peuvent étre placées dans différentes
catégories selon qu'elles sont abondantes ou faiblement exprimées, de facon constitutive ou
induite par des traumatismes ou des maladies (Tableau 4). Les intégrines les plus abondantes
et constitutivement exprimées dans 1’épiderme sont a2B1 (récepteur du collagéne), a3p1
(essentiellement un récepteur de la laminine-5) et a6p4 (récepteur de la laminine-5) (Watt et
Hertle, 1994). avB5 (récepteur de la vitronectine) est aussi une intégrine constitutivement
exprimée dans 1'épiderme, mais elle est exprimée a des niveaux plus bas que les autres

(Adams et Watt, 1991 ; Watt et Hertle, 1994).
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Intégrine Ligand majoritaire Expression

o2p1 Collagéne Constitutive

o3Pl Laminine Constitutive

o634 Laminine Constitutive

ovps _ _ .
Vitronectine Faible

osp1 _ ) Induit dans la cicatrisation et dans
Fibronectine

les conditions pathologiques

Fibronectine,
o6 ) Comme o531
Tenascine
09B1 Tenascine Surexprimée pendant la cicatrisation
ovps Vitronectine Supra-basale

Tableau 4. Les intégrines exprimées par les kératinocytes avec leurs ligands

Les intégrines a5B1 (récepteur de la fibronectine) et avp6 (récepteur de la fibronectine
et de la ténascine) sont induites par la culture ou des plaies (Watt et Hertle 1994 ; Breuss et
al., 1995 ; Zambruno et al., 1995 ; Hakkinen et al., 2000). avp6 est souvent exprimée dans les
carcinomes épidermiques (Jones et al., 1997). a9B1 (récepteur de la ténascine) (Palmer ez al.,
1993) est exprimée dans 1'épiderme intact (Stepp et al., 1995) et est sur-exprimée au cours de
la cicatrisation, mais avec une cinétique différente de avp6 (Hakkinen et al., 2000). Deux
autres intégrines ont été¢ découvertes dans 1'épiderme, ce sont a8B1 (récepteur de la ténascine,
de la fibronectine et de la vitronectine) (Schnapp er al, 1995) et avB8 (récepteur de la
vitronectine et, éventuellement, de la laminine, du collagéne et de la fibronectine) (Nishimura

et al., 1994 ; Venstrom et Reichardt, 1995).
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4.3.2.3.3.2. Role dans I’adhésion et la migration

Des ¢études utilisant des anticorps bloquant I'adhésion ont démontré le rdle des
intégrines dans la motilité des kératinocytes (Watt et Hertle 1994 ; Nguyen et al., 2000b).
Parmi ces intégrines, il a ét¢ montré que les deux récepteurs a3p1 et a6p4 ont des roles
complémentaires dans 1’adhésion et la motilité¢ des kératinocytes sur la laminine (a3p1 étant
nécessaire pour la formation des lamellipodes initiant la migration et a6p4 servant a la
stabilisation) (DiPersio et al., 1997 ; Goldfinger et al., 1999 ; Nguyen et al., 2000b). Ces deux
molécules participent a la cicatrisation (Nguyen et al., 2000b ; Mercurio et al., 2001). a6p4
favorise la migration grace a l'activation de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K)
(Mercurio et al., 2001), mais aussi via la signalisation de Rac et de Rho (O'Connor et al.,

2000) ou des MAPK (Mainiero et al., 1997).

La génération de souris KO en intégrines a confirmé 1’importance de ces composés
dans l'adhésion des kératinocytes a la membrane basale (Tableau 5). Les souris avec une
délétion ciblée de la sous-unité a6 ou P4 meurent peu apres leur naissance. On observe
l'apparition de érosions sévéres sur la peau et d'autres épithéliums pavimenteux stratifiés, le
manque d’hémidesmosomes (Dowling et al., 1996 ; Georges-Labouesse et al., 1996 ; van der
Neut er al., 1996). Les patients qui ont une atrésie pylorique avec épidermolyse bulleuse
jonctionnelle ont des mutations soit dans le géne B4 soit dans le géne a6 intégrine. Le degré
de sévérité du phénotype dépend de la nature de la mutation (Ashton et al., 2001 ; Margadant
et al., 2009). Paradoxalement, le double knock-out a3B1 et a6p4 ne révele pas un phénotype
épidermique aussi sévere que la mutation d’un seul géne (DiPersio ef al., 2000). Les souris
KO a2 (Chen et al., 2002 ; Holtkotter et al., 2002), a9 (Huang et al., 2000b) et B5 (Huang et
al., 2000a) n’ont aucune anomalie cutanée. Cependant, in vitro, on constate que les
kératinocytes déficients en B5 montrent une diminution importante de la migration (Huang et
al., 2000a). De manicre étonnante, l'ablation de l'intégrine o3 augmente 1’adhésion et la

migration des kératinocytes sur le collagéne IV (Hodivala-Dilke ef al., 1998).
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Intégrine Phénotype du KO Références

Désorganisation de la membrane basale,
o3 apparition de cloques
épidermiques/cutanée principalement sur

les jambes et les coussinets

DiPersio et al., 1997

B6 Perte de cheveux due a I’infiltration de
macrophages dans la peau; cicatrisation Huang et al., 1996b
normale
a9 Aucun défaut constaté Huang et al., 2000b
ps Cicatrisation normale Huang et al., 2000a
B1 x K5Cre

Follicules pileux anormaux, perte de
poils avec l'enlévement des follicules et
infiltration des macrophages; cloques

epidermiques cutanées; _ Brakebusch et al., 2000 ;
rupture de la membrane basale;
N . . Grose et al., 2002
diminution de l'expression a6p4;
hémidesmosomes réduits;
1 fibrose dermique; défaut de la
b cicatrisation

B1 x K14Cre
Cloquesdep1derm1ques cutanes,- rupture Raghavan ef al., 2000
e la membrane basale;
hémidesmosomes réduits; épiderme fin;
réduction du nombre de follicules pileux;
diminution de 1’expression o634

Georges-Labouesse et al.,

a6 Sévere érosions épidermiques 1996

p4 Sévere érosions épidermiques;

hémidesmosomes absents Van der Neut ez al,, 1996

Erosions épidermiques; la prolifération,
a3+ a6 la stratification et la morphogénése des

follicules pileux sont normales dans les DiPersio et al., 2000
¢pidermes
a2 Aucun défaut n’est détecté dans Chen et al., 2002 ; Holtkotter
I’épiderme, cicatrisation normale et al., 2002

Tableau 5. Différents phénotypes chez les souris KO pour les intégrines dans
I’épiderme
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4.3.2.3.3.3. Role dans la différenciation et I’apoptose

L'initiation de la différenciation terminale des kératinocytes peut étre partiellement
inhibée par la fibronectine ou par des anticorps bloquants anti-f1 (Adams et Watt, 1989 ;
Watt et al., 1993 ; Levy et al., 2000). En se basant sur des expériences in vitro utilisant des
kératinocytes humains, des études in vivo ont montré que 1'ablation de B1 dans 1’épiderme
favorisait la différenciation. Les souris, chez lesquelles le géne 1 a été retiré spécifiquement
des kératinocytes (K5-CRE), survivent au-dela de 6 semaines apres la naissance (Brakebusch
et al., 2000). Elles subissent une importante perte de poils due a une prolifération réduite des
kératinocytes puis, a 7 semaines, une perte des follicules pileux et des glandes sébacées. La
prolifération est également réduite dans 1'épiderme interfolliculaire. Les souris f1 K14-Cre,
qui meurent peu apres la naissance, montrent ¢galement des anomalies des poils, des cloques
et des troubles de la prolifération épidermique. La différenciation en elle-méme est normale,
mais la proportion de cellules différenciées n'a pas été déterminée (Raghavan et al., 2000).
Les principaux effets de la suppression de a6 ou P4 sont des blessures massives dans
I'épiderme. Les régions qui restent attachées a la membrane de ces blessures montrent une
différenciation normale (Georges-Labouesse et al., 1996 ; van der Neut et al., 1996). Elles
sont également normales pour 1'épiderme ne possédant pas de a6p4 et de a3p1 (DiPersio et

al., 2000).

Bien qu'il existe des parall¢les évidents entre la différenciation terminale et I'apoptose
de 1'épiderme, les deux processus sont distincts et les kératinocytes humains primaires
subissent ce que 1’on appelle I’anoikis (quand les cellules ne sont adhérentes) (Gandarillas et
al., 1999) (Figure 15). Dowling a suggéré que, dans I'épiderme de la souris, la perte de
I’intégrine B4 conduit a I'apoptose, mais cela n'a pas été confirmé dans I'épiderme a6-nul ou
manquant a la fois d’a3 et d’a6 (DiPersio et al., 2000). La suppression ciblée de toutes les
intégrines B1 ne stimule pas I'apoptose épidermique (Brakebusch et al., 2000). Les intégrines
non liées sont impliquées dans la stimulation de 1'apoptose dans les cellules adhérentes en
recrutant la caspase-8 a la membrane plasmique (Stupack er al, 2001) (Figure 15). Ce
processus n'a cependant pas été constaté dans 1'épiderme des souris transgéniques dans lequel
une variété d'intégrines est exprimée sous leur forme non li¢e (Carroll et al., 1995 ; Romero et
al., 1999 ; Owens et Watt, 2001). Ainsi, les intégrines ne semblent pas jouer un role primordial
dans la régulation de l'apoptose de I'épiderme, ce qui peut s’expliquer par le fait que les

cellules qui ont quitté la couche basale de la peau humaine restent viables et métaboliquement
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actives pendant plusieurs jours voire plusieurs semaines avant de disparaitre de la surface de

I’épiderme.
(‘ellule adhérente Cellule non adhérente
! Lo Anoikis !
Intégrine non lée Intégrinenon uﬂ:

L,_J_l_[l II_, i
||||u"|||H|I“nn”|n| (I e
)] I|II 1] II 11}

)‘f_{lﬁ"&llul 1L1u|1"|'ll ]lﬁull‘l“ )} il . | | ' L ll | .'I A -:I I‘ e 9 ¢ |i‘lll:|ill’l‘Jlli’l‘-

Apoptose

Figure 15. Voie de I’apoptose dans les kératinocytes. D’aprés Desgrosellier et
Cheresh, 2010

4.3.2.3.3.4. Role dans I’hyperprolifération et I’inflammation

L’expression des intégrines dans la couche suprabasale, une caractéristique de
I'épiderme hyperprolifératif (Figure 14), peut contribuer a l'apparition du psoriasis. Cela a été
démontré par la création des souris transgéniques chez lesquelles différentes sous-unités
d’intégrines ont été exprimées sous le controle de promoteur de 1’involucrine (Carroll et al.,
1995 ; Romero et al, 1999). Les souris montrent une hyperprolifération épidermique
intermittente ainsi que d’autres caractéristiques histologiques du psoriasis comme des

infiltrats lymphocytaires.
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Des expériences récentes suggérent un role de 1’activation de l'intégrine Pl dans
I’activation de MAPK chez les sujets atteints par le psoriasis (Haase et al., 2001) (Figure 14
B). Dans un épiderme psoriasique humain et murin ou dans le cas de la cicatrisation
hyperproliférative MAPK est activée dans les kératinocytes basaux et suprabasaux.
L'activation constitutive de MAPK dans les kératinocytes humains en culture révele une
prolifération accrue et certaines anomalies de la différenciation terminale caractéristiques du

psoriasis.

Comme la plupart des ligands potentiels de la matrice extracellulaire ne sont pas
exprimés dans la suprabasale (Hertle et al., 1992), un second mécanisme par lequel les
intégrines peuvent activer MAPK se met en place en stimulant les kératinocytes et en libérant
de l'interleukine IL-1a (Haase et al., 2001) (Figure 14 B). Bien que l'expression suprabasale
B1 puisse stimuler l'inflammation par I'lL-1a (Haase e al., 2001), avB6 peut contribuer a
l'inflammation de la peau grace a son interaction avec le facteur de croissance TGF-f. On peut
constater chez les souris f6-nulles une calvitie mineure et la dégénérescence des follicules
pileux qui sont entourés par des foyers de monocytes et des macrophages (Huang et al,
1996b). L’intégrine avp6 lie et active TGF-B1, tout en restreignant spatialement son
activation (Munger et al., 1999). Cette activation pourrait avoir un effet important sur la

prolifération de I'épiderme et I’inflammation de la peau.

4.3.2.3.4. Intégrines dans le cancer épithélial

Une grande variété¢ d’intégrines contribue a la progression tumorale. Comme de
nombreuses tumeurs solides proviennent des cellules épithéliales, les intégrines exprimées par
ces cellules (y compris a6p4, a6B1, avps, a2p1 et a3p1) sont généralement conservées dans
les tumeurs, bien que les niveaux d'expression puissent étre différents. Ces intégrines
participent généralement a I’adhésion des cellules épithéliales au niveau de la membrane
basale et contribuent également a la migration, la prolifération et la survie des cellules
tumorales. Toutefois, l'expression des intégrines peut également varier considérablement entre
les tissus sains et tumoraux. L'intégrine qui est la plus fortement impliquée dans la
carcinogenese épithéliale est a6pf4 (Mercurio et Rabinovitz, 2001). Sa surexpression est
observée, chez I'homme ou la souris atteint par le SCC, dans les kératinocytes suprabasaux ou
présents a I’extérieur de la couche la plus proche du stroma tumoral. Dans la périphérie des

tumeurs, on peut observer a la fois la surexpression et une perte focale de a6p4 dans les
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couches suprabasales qui est en corrélation avec la perte de la membrane basale (Downer et

al., 1993).

L’expression d’a6p4 est stable dans de nombreux cancers invasifs méme en 1’absence
d'hémidesmosomes. Dans certaines cellules cette intégrine est associée a I’actine du
cytosquelette (Mercurio et Rabinovitz, 2001). L’a6pf4 est mobilisée dans les
hémidesmosomes en réponse a des facteurs chimiotactiques comme le facteur de croissance
épidermique (EGF) qui est associé a la phosphorylation accrue du domaine cytoplasmique de
B4 (Mainiero et al., 1996). a6p4 coopere avec les récepteurs de facteur de croissance dans
l'activation de la PI3-K, ce qui est essentiel pour l'invasion (Mercurio et Rabinovitz, 2001),
d'autres kinases y sont également impliquées (Giancotti, 2000). Pour étudier le role de a6p4
dans les tumeurs, une attention particuliere doit étre accordée, non seulement a son
expression, mais aussi a sa localisation (dans les hémidesmosomes ou dehors) et a son état
(liée ou non) (Mercurio et Rabinovitz, 2001). Des donnés ont montré que certaines intégrines
peuvent jouer le role de suppresseurs de tumeurs : par exemple o2pB1. La diminution de
I’expression de cette intégrine peut accroitre la diffusion des cellules tumorales (Kren et al.,
2007). De plus, la réexpression de a2B1 dans les cellules du cancer du sein diminue la
capacité invasive et restaure la différentiation des cellules malignes, ce qui suggere que a2f31
pourrait fonctionner comme un suppresseur de tumeur (Zutter et al., 1995). Les autres
intégrines avp3, aSPl et avpo, sont faiblement exprimées ou indétectables dans les
épithéliums adultes, mais peuvent étre fortement induites dans certaines tumeurs. Plusieurs
¢tudes ont montré que dans les tumeurs humaines, il existe une corrélation entre les niveaux
d'expression des intégrines et des facteurs de pronostic, tels que la survie des patients et
I’apparition de métastases. L’expression des certaines intégrines par les cellules tumorales
telles que avP3, avBs, aSP1, a6P4, 04P1 et avP6 est corrélée avec la progression de la

maladie dans divers types de tumeurs (Tableau 6).
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Type de

tumeur Intégrines Phénotypes

Phase de croissance et métastase de ganglion

Mélanome ovB3, a5p1 lymphatique

064 : augmentation de la taille tumorale et diminution
Sein de la survie

4 . .
a6f34, a3 ovPB3 : augmentation de métastases osseuses
Prostate ovf33 Augmentation de métastases osseuses
Le cancer du ovf33 Meétastase de ganglion lymphatique
pancréas gang ymphatiq
Le cancer de 04B1 : augmentation de métastases péritonéales,
. o4B1, avp3 : s
I'ovaire owvpB3 : augmentation de la prolifération tumorale
Cervical ovPB3, ovB6 Diminution de la durée de survie des patients

Expression a la périphérie du tissu tumoral et un réle

Glioblastome | orvp3, avfs possible dans I'invasion

Diminution de la durée de survie des patients avec de

Le cancer du as5p1 tumeurs des ganglions lymphatiques sans
poumon envahissement ganglionnaire
Colon o6 Diminution de la durée de survie des patients

Tableau 6. Les intégrines impliquées dans le cancer. D’aprés Desgrosellier et
Cheresh. 2010

4.3.2.3.5. Intégrines dans 1’angiogencse

Des études in vitro et in vivo ont montré le role d’un certain nombre d'intégrines dans
la régulation de la croissance cellulaire, la survie et la migration des cellules endothéliales au
cours de l'angiogenese. Ces intégrines sont alp1, a2B1, a4pl, aSP1, a6PB1, a6B4, a9p1, avp3
et avB5 (Avraamides et al., 2008).

avB3 a été la premicére intégrine régulant I'angiogenése a étre découverte (Brooks et
al., 1994a). Cette intégrine, fortement exprimée, est localisée dans les vaisseaux sanguins de
biopsies tumorales, et n’est pas présente sur les vaisseaux des tissus normaux. Son expression

au niveau des cellules endothéliales est stimulée par des facteurs de croissance angiogéniques
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tels que le BFGF, TNFo et IL8. avp3 est surexprimée dans l'endothélium des tumeurs, des

blessures et des sites d'inflammation (Brooks et al., 1994a).

Plusieurs approches expérimentales indiquent que av3 a un rdle clé dans la migration
et la survie des cellules endothéliales au cours de l'angiogenéese (Brooks e al., 1994a ; Brooks
et al., 1994b). L’avP3 intégrine est exprimée en réponse a des facteurs de croissance
angiogéniques et tumoraux dans la membrane chorio-allantoide de plusieurs modeles de
tumeurs (la souris, le lapin et 'homme). Les antagonistes d’avp3 inhibent 1'angiogenése et la
croissance tumorale dans une variété de cancers de modeles animaux (Brooks et al., 1994a ;
Brooks et al., 1994b ; Brooks et al., 1995 ; Friedlander et al., 1995). Ses antagonistes
induisent I'apoptose des cellules endothéliales, en augmentant l'activité de p53 (suppresseur de
tumeur), l'activit¢ de p21 (inhibiteur du cycle cellulaire) et en diminuant le niveau de
I’expression des protéines anti-apoptotiques BAX (BCL2-associated protein X) (Stromblad et
al., 1996). D'autres études montrent que les antagonistes d’avB3 activent I’apoptose par une

voie dépendante de la caspase 8 (Stupack er al., 2001).

L’intégrine a5P1 est faiblement exprimée au niveau de 1'endothélium normal mais son
expression augmente significativement au cours de l'angiogenése tumorale chez la souris et
I’homme (Kim er al., 2000). L’expression d’a5Sp1 est induite en réponse a une variété de
facteurs angiogéniques tels que le BFGF, IL8 et DELI1 (une protéine de la matrice
extracellulaire, également connue sous le nom EDIL3), mais pas par VEGF (Kim et al,
2000 ; Boudreau et Varner, 2004). Les antagonistes d’a5B1 inhibent les tumeurs (Kim S et al.,
2000), ’angiogenése de la cornée (Muether et al, 2007) et de la choroide (Umeda et al,

2006) chez les poussins et les souris, ce qui conduit a 1'inhibition de la croissance tumorale.

L’a4B1 est exprimée au niveau des néo-vaisseaux des tumeurs humaines et murines et
en réponse a VEGF, bFGF, IL1p et TNF. Les antagonistes de cette intégrine bloquent la néo-
vascularisation tumorale et conduit a une diminution de la croissance tumorale chez les souris

et les poussins (Garmy-Susini ef al., 2005).
L’intégrine a9B1 est exprimée dans les épithéliums, les ostéoclastes, les cellules

musculaires lisses et les cellules endothéliales. De récentes études montrent que cette

intégrine favorise l'angiogenése par un mécanisme unique en se liant directement a VEGFA.
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Les anticorps bloquant a9B1 suppriment 1’angiogenése induite par VEGFA (Vlahakis et al.,
2007).

Des donnés ont montré que chez les animaux normaux, le traitement VEGFA aboutit a
la surexpression d’alfl et a2B1 sur les cellules endothéliales vasculaires. Les anticorps
bloquant ces intégrines réduisent I’angiogenese induite par VEGFA et la croissance tumorale

in vivo (Senger et al., 1997).

In vivo, a6B1 est exprimée a des niveaux ¢€levés dans les cellules endothéliales des
capillaires (Lee et al., 2006). In vitro, les inhibiteurs de la sous-unit¢ a6 empéchent la

formation de tubes de cellules endothéliales suggérant un role de a6 dans I’angiogenése.

L’intégrine a6P4 n'a pas d'incidence sur la prolifération des cellules endothéliales,
mais est nécessaire a leur adhésion et leur migration. Par ailleurs, la perte spécifique de 4
dans les cellules endothéliales supprime la translocation du facteur nucléaire NF-k[3 induit par
la voie phospho-ERK (Nikolopoulos et al., 2004). Ces études suggerent que l'intégrine a64
est une nouvelle cible pour les thérapies anti-angiogéniques. Les antagonistes d’ a6 et de petits
ARN interférents inhibant l'angiogenése, il est possible que I'intégrine a6B1 favorise

l'angiogenese.
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4.4. Epidermolyses bulleuses

Les épidermolyses bulleuses (EB) sont des affections cutanées héréditaires qui se
caractérisent par un décollement de la peau et/ou des muqueuses sous forme de bulles lors du
moindre frottement ou traumatisme. En se basant sur des caractéristiques cliniques et le
niveau de clivage des Iésions, on dénombre 3 principaux groupes : 1'EB simple, 1'EB
jonctionnelle et I'EB dystrophique. Ces derni¢res peuvent varier d'une forme peu séveére a des

formes mutilantes, voire mortelles. Elles sont causées par des mutations dans plusieurs genes

(Fine et al., 2000).

4.4.1. Type simple

Il est divisé en deux formes : dominante et récessive. La plupart des types dominants
sont associés a des mutations faux-sens des geénes codants pour une kératine (K5 ou K14)
dans les cellules basales. Ces mutations entrainent la formation de bulles ainsi que des
perturbations dans les cellules. Les principaux sous-types ont des caractéristiques cliniques
distinctives :

— Type Weber-Cockayne avec des lésions localisées au niveau des pieds et des mains,

— Type Koebner avec atteinte plus diffuse,

— Type Dowling-Meara ou herpétiforme, parfois grave en période néonatale,

— EB simple avec une pigmentation mouchetée, des taches brunes apparaissent alternées
avec des zones hypopigmentées, particulierement au niveau du tronc ou des mains.

Ces troubles de la pigmentation disparaissent a I'age adulte (Moog et al., 1999).

Les autres types dominants incluent un type superficiel, avec une perturbation de la
couche granuleuse (Fine et al., 1989) et un type acantholytiques, avec une hyperkératose, des
bulles sur la plante des pieds et la paume des mains et des caractéristiques histologiques de
l'acantholyse (Hoffman et al., 1995).

Les types récessifs incluent :

— Un type avec dystrophie musculaire du a une anomalie dans la plectine, une protéine
impliquée dans la formation d’hémidesmosomes (Shimizu et al., 1999 ; Rouan et al.,

2000),

— Un type sans dystrophie musculaire, causé par une mutation homozygote non-sens de

K14 (Corden et al., 1998).
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4.4.2. Type jonctionnelle

La plupart des EB jonctionnelles sont de transmission autosomique récessive avec une
perturbation de la jonction dermo-épidermique. Elles sont divisées en deux types principaux:
— Type Herlitz, associ¢ a la mort prématurée, est du a des anomalies du gene de la
laminine-5, principalement par des mutations homozygotes de type codon stop prématuré
(CSP) (Fine et al., 1991 ; Kon et al., 1998 ; Takizawa et al., 2000a ; Nakano et al., 2000).
— Type non-Herlitz, relativement bénin associé a un bon pronostic, est du a des
anomalies génétiques de la laminine-5 (Takizawa et al., 2000b) soit du collagéne XVII

(Pulkkinen et Uitto, 1998 ; Tasanen et al., 2000).

Un autre type EB récessif jonctionnel est associé a une atrésie pylorique. La cause de
cette maladie est le géne codant pour l'intégrine a6B4 (Takizawa et al., 1997). D’autres
anomalies génétiques telles que les mutations CSP, les combinaisons entre ces mutations et

des délétions ou des mutations faux-sens ont également été décrites.

4.4.3. Type dystrophique

Le type dystrophique est divis¢ en deux formes : autosomique dominante et
autosomique récessive. Tous ces types sont causés par des anomalies au niveau d'ancrage
fibrillaire de la protéine collagéne VII, et dans la plupart des cas, des mutations dans le géne

COL7AL.
— Les formes dominantes de ces anomalies consistent principalement en des
substitutions de glycine (Lee et al., 2000).

— Les formes récessives sont des dérivées de plusieurs anomalies telles que des
mutations CSP, des suppressions, des mutations faux-sens, des substitutions de glycine
et diverses autres anomalies homozygotes (Tamai et al., 1997 ; Tamai et al., 1999 ;

Masunaga et al., 2000).
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5. Métalloprotéinases

Les métalloprotéinases (MMP) sont une famille de 25 enzymes, dont 24 présentes
chez les mammiferes (Birkedal-Hansen et al., 1993 ; Parks et al., 2004). Ce sont des enzymes
qui possédent une activité protéolytique dépendante d’un ion zinc et des ions calcium
(Huxley-Jones et al., 2007). Chacune de ces enzymes est capable de dégrader au moins un
composant de la matrice extracellulaire. Pour cette raison on les a appelées : les

métalloprotéinases de la matrice extracellulaire.

5.1. Structure et fonctions

Les MMP peuvent étre subdivisées en huit groupes structuraux distincts : cinq
correspondent a des MMP sécrétées et trois a des MMP membranaires. Cette subdivision
correspond a la classification basée sur la structure de ces protéinases (Figure 16). Les MMP
ont :

e un domaine commun avec :

— un peptide signal les dirigeant vers le réticulum endoplasmique,
— un propeptide qui contient un groupement thiol (SH) interagissant avec
un ion Zn*" conférant a I’enzyme sa nature zymogéne inactive,

e un domaine catalytique possédant un site de fixation pour le zinc (Zn),

e un domaine C-terminal de type hémopexine (hemopexin-like domain) lequel est
connecté au domaine catalytique par une région charniere.

Cette famille a plusieurs fonctions :

e Effets anti-angiogéniques via la dégradation de la matrice extracellulaire, mais
¢galement la libération d'inhibiteurs de I'angiogenése.

e Régulation de la croissance cellulaire par le clivage des récepteurs, les facteurs de
croissance de la surface cellulaire, la libération des facteurs de croissance séquestrés
dans le MEC ou le déclenchement de la signalisation des intégrines.

e Régulation de I'apoptose.

e Régulation de la motilité cellulaire en révélant des signaux cryptique a la matrice, ou
en clivant des molécules d'adhésion.

e Dans le systtme immunitaire et la défense de 1'hote, modulation de la bioactivité des

chimiokines.
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Sous-groupes Prodomaine Domaine catalytique Hemopexin
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Figure 16. Famille des Métalloprotéinases. D’apres Gill et Parks, 2008. PRCGXPD :
motif cystéine (maintient les MMP dans leur forme zymogene proMMP)

5.2. Classification

5.2.1. Collagénases

Le sous-groupe des collagénases comprend la MMP-1, la MMP-8, la MMP-13 et la
MMP-18 (chez Xenopus). Ces collagénases sont capables de cliver les collagénes de type I, 11
et III mais également d’autres molécules de la matrice extracellulaire et des protéines
solubles. Elles sont composées de trois chaines polypeptidiques disposées en triple hélice
rigide, ce domaine les rendant résistant a la dégradation par les protéases (Owen et al., 2004).
La MMP-1 (collagénase-1) fut le premier membre identifi¢ des MMP. Elle est produite par
différents types cellulaires, par exemple, les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules
endothéliales, les macrophages, les hépatocytes, les chondrocytes, et les ostéoblastes (Visse et
Nagase, 2003). L’expression de MMP-1 est détectée au cours de nombreux processus
physiologiques incluant le développement embryonnaire et la réparation, ainsi qu’au cours de
processus pathologiques comme les ulceres cutanés chroniques et de nombreux types de
tumeurs malignes. La MMP-1 clive les collagénes de types I, II, III, VII, VIII et X,
I’aggrécane, ainsi que les inhibiteurs de sérines protéases et de la macroglobuline-a (Ala-aho

et Kahari, 2005). La MMP-1 peut aussi activer PAR-1 (Protease Activated Receptor-1) par
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clivage du dipeptide Arg-Ser, clivé également par la thrombine, ce qui permettrait la

croissance et I’invasion de cellules de carcinome du sein (Boire et al., 2005).

La MMP-8 (collagénase-2) est synthétisée par les neutrophiles lors de leur maturation
dans la moelle osseuse, stockée dans leurs granules intracellulaires et libérée en réponse a des
stimuli externes (Hasty et al., 1990). De plus, la MMP-8 est exprimée par les chondrocytes du
cartilage articulaire, les cellules épithéliales bronchiques et les monocytes lors de bronchites.
Les substrats majeurs de MMP-8 sont les collagénes I, II et III et des protéines non
matricielles telles que les serpines, la bradykinine, I'angiotensine I, et la substance P (Nguyen

et al., 1994).

La MMP-13 (collagénase-3) a été clonée a partir de tissus de cancer du sein (Freije et
al., 1994). Par rapport aux autres MMP, elle posseéde un large spectre de spécificité de
substrats et un profil d’expression restreint. Elle clive les collagénes fibrillaires de type I, II et
III, la gélatine, les collageénes de type IV, IX, X et XIV, la tenascine C, la fibronectine,
I’aggrécane, le versicane, et 1’ostéonectine (Ala-aho et Kahari, 2005). La MMP-13 peut
activer des chimiokines comme MCP-3 (monocyte chemoattractant protein-3) et SDF-1
(stromal cell-derived factor-1) (McQuibban et al., 2000 ; McQuibban et al., 2001) et semble
impliquée dans I’activation du TGF-B3 (Deng et al., 2000). Son expression est limitée au
remodelage de la matrice extracellulaire, le développement osseux foetal et post-natal, la
réparation et certains processus pathologiques mettant en jeu la destruction du collagene

(paradontite, athérosclérose, ulcéres cutanés) (Ala-aho et Kahari, 2005).

5.2.2. Gélatinases

Les gélatinases correspondent 8 MMP-2 (gélatinase A) et MMP-9 (gélatinase B). Elles
comprennent dans leur domaine catalytique trois séquences répétitives de type fibronectine 11
(FN II) qui permet la liaison a la gélatine et aux collagénes (Folgueras et al., 2004). Ces deux
gélatinases sont capables de dégrader les collageénes 1V, V, VII, X, XI et XIV, la gélatine,
I’¢lastine, le noyau protéique des protéoglycanes, la protéine basique de la myéline, la
fibronectine, la fibrilline-1, et les précurseurs de TNF-a et d'IL-1B. Les gélatinases ont un role
important dans le remodelage de la matrice extracellulaire dans divers états physiologiques,

tels que I'implantation et la cicatrisation (Hashizume, 2007).
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La MMP-2 présente la particularité de digérer le collagéne IV, ainsi que certaines
glycoprotéines non collagéniques de la matrice extracellulaire (Patterson et al., 2001 ; Aimes
and Quigley, 1995). La MMP-2 est unique parmi les MMP puisqu’elle est exprimée de
manicre constitutive par un grand nombre de cellules différentes, y compris les fibroblastes,
les kératinocytes, cellules endothéliales, les chondrocytes, les ostéoblastes et les monocytes
(Hashizume, 2007). Elle posséde une distribution tissulaire ubiquitaire et un mode
d’activation qui différe de celui des autres MMP. La forme active de la MMP-2 a une masse
moléculaire de 62 kDa alors que la pro-MMP 2 a une masse moléculaire de 72 kDa. Dans la
majorité des cancers, la MMP-2 serait secrétée par les fibroblastes, puis recrutée au niveau
des cellules tumorales par le biais de I’intégrine avf3. En plus des composants matriciels
qu’elle dégrade, la MMP-2 est aussi capable d’activer le précurseur du TNF-a (Gearing et al.,
1995) et de dégrader I’IL-1p (Ito et al.,, 1996). La MMP-2 est capable d’activer la MMP-9 et
la MMP-13 (Fridman et al., 1995). Son réle dans I’invasion tumorale et la dissémination
métastatique a été largement décrit (Stetler-Stevenson, 1994 ; Chang et Werb, 2001 ; Egeblad
et Werb, 2002). L’implication de la MMP-2 dans I’invasion tumorale a été¢ renforcée par
I’étude d’Itoh et al. qui a montré que des souris déficientes en MMP-2 ont une angiogenese et
une progression tumorale réduites (Itoh et al., 1998). La MMP-2 joue aussi un role dans la
prolifération et la différenciation, I’adhérence et la migration (Yu et al., 1997). Cette protéine
semble jouer un réle important dans I’ostéogenese chez ’homme. Ce dernier a été¢ confirmé
par ’apparition d’une forme autosomique récessive de l'ostéolyse multicentrique suite a une
mutation au niveau de MMP-2 entrainant l'absence d'enzyme active. Cette maladie rare

provoque la destruction et la résorption des os touchés (Visse et Nagase, 2003).

La MMP-9 a une spécificité de substrat trés semblable a celle de la MMP-2 dans les
neutrophiles (Sopata et Dancewicz, 1974). En dehors des nombreux composés matriciels
qu’elle dégrade, la MMP-9 régule aussi 1’activité de cytokines et d’hormones clivant I’'IL-1
et la substance P (Backstrom et Tokes, 1995 ; Ito et al., 1996). Elle clive également le peptide
amyloide B (Backstrom ef al., 1996). Un grand nombre de facteurs de croissance et de
cytokines modifient I’expression de la MMP-9 dans de nombreux types cellulaires, comme le
TGF-B, 'EGF, I'IL-1pB, I’'IL-2, le TNF-o (Mook et al., 2004). MMP-9 joue un réle important
dans divers processus comme I’implantation trophoblastique, le développement osseux,
I’inflammation, la réparation (Buisson et al., 1996), I’arthrite et la maladie d’Alzheimer (Lim
et al., 1997). Elle a aussi été impliquée dans la progression du cancer, en régulant les

processus physiologiques au cours des métastases, tels que 1'adhésion cellulaire, la migration,
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I’invasion tissulaire, intra et extravasation, et l'angiogenése (Bernhard et al., 1994 ; Legrand et
al., 1999 ; McCawley et Matrisian, 2001). Ainsi, I’expression de MMP-9 est retrouvée
augmentée dans les tumeurs cutanées, du poumon, du sein, du foie, de la prostate, du cerveau,
de la moelle osseuse et de I’os (Turpeenniemi-Hujanen, 2005). Des expériences menées avec
des souris KO a permis de montrer son role in vivo : les souris déficientes sont résistantes aux
pemphigoides bulleuses expérimentales et sont moins susceptibles de développer une

encéphalomyélite par rapport aux souris sauvages (Liu et al., 1998 ; Dubois et al., 1999).

5.2.3. Stromélysines

Les stromélysines (MMP-3, -10 et -11) ont une organisation en domaine similaire a

celle des collagénases.

Les MMP-3 (stromélysine-1) et -10 (stromélysine-2) ont une structure identique, un
spectre large et similaire de substrats (collagenes de type III, IV, IX, et X, gélatine, laminine
et protéoglycanne), et participent toutes les deux a I’activation des pro-MMP (Visse et
Nagase, 2003). La MMP-3 est produite préférenticllement par les cellules stromales et sa
surexpression est associée a I’invasion et aux métastases de divers types de cancer ainsi qu’a

la progression des plaques d’athérosclérose (Sternlicht ez al., 2000).

La MMP-10 semble exprimée par les cellules tumorales elles-mémes dans différents

carcinomes (Kerkela ef al., 2001 ; Mathew et al., 2002).

La MMP-11, pour sa part, a une activité plus faible sur les molécules de la matrice
extracellulaire (Murphy et al., 1993) mais est capable de cliver les serpines de facon plus
efficace (Pei er al, 1994). Une isoforme intracellulaire de 40 kDa de MMP-11 (B-
stromélysine-3) a ¢été identifiée dans des cellules en culture et dans le placenta mais sa
fonction demeure méconnue (Luo et al., 2002). L’expression de la MMP-11 est associée au
remodelage durant ’embryogeneése, la réparation, I’involution des tissus et la métamorphose.
MMP-11 semble posséder une fonction anti-apoptotique qui permet la survie des cellules
cancéreuses (Boulay et al., 2001; Wu et al., 2001). Ainsi, MMP-11 pourrait intervenir dans

les étapes initiales du processus d’invasion (Rio, 2005).
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5.2.4. Matrilysines

Les matrilysines MMP-7 et 26 ne possedent pas de domaine hémopexine.

La MMP-7 (matrilysine-1) dégrade a la fois des composants de la matrice
extracellulaire (collagéne de type IV, laminine, entactine, ténascines C, vitronectine,
fibronectine, protéolgycanes) (Wilson et Matrisian, 1996) et des molécules présentes a la
surface cellulaire telles que la pro-a-défensine, le Fas-ligand, le pro-TNF-a et I’E-cadhérine
(Remy et Trespeuch, 2005). Présente dans certains tissus a caractére glandulaire exocrine
comme la glande mammaire, la prostate, le foie ou le pancréas, elle intervient dans la
réparation tissulaire et la différenciation osseuse mais est surtout remarquable par sa présence
ubiquitaire dans divers cancers notamment digestifs. MMP-7 est notamment impliquée dans
la formation des tumeurs et dans la dégradation tissulaire consécutive a 1’extravasation des
cellules tumorales (Remy et Trespeuch, 2005). Contrairement aux autres MMP
principalement stromales, elle est synthétisée par les cellules épithéliales et participe a

I’invasion et la production de métastases (Yamashita et al., 1998).

La MMP-26 (ou endométrase ou matrilysine-2) est exprimée dans les cellules
normales de I’endométre et dans certains carcinomes (endométre, prostate, sein) (Zhao et al.,
2003 ; Zhao et al., 2004). Elle digére quelques molécules de la matrice extracellulaire
(collagene de type 1V, gélatine, fibronectine) mais, a la différence des autres MMP, elle est

stockée en grande quantité dans la cellule (Marchenko et al., 2004).

5.2.5. Métalloprotéinases de type transmembranaire

Les MT-MMP incluent six MMP de type transmembranaire: quatre sont des protéines
transmembranaires de type I (MMP-14, 15, 16, et 24) et deux sont ancrées au glycosyl
phosphatidyl inositol (GPI) (MMP- 17 et 25) (Visse et Nagase, 2003). Toutes les MT-MMP
hormis la MT4-MMP sont capables d'activer la pro-MMP-2. Ces enzymes peuvent aussi
digérer un certain nombre de molécules de matrice extracellulaire, et MT1-MMP posséde
également une activité collagénase sur les collagenes de type I, II et III (Ohuchi et al., 1997 ;

Tam et al., 2002).

La MT1-MMP (MMP-14) induit I’'invasion et la prolifération des cellules tumorales
dans une matrice de collagéne (Hotary et al., 2003 ; Sabeh et al., 2004). La forme tronquée
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privée de la partie C-terminale contenant la partie transmembranaire (MT1-MMP soluble) en
est incapable. Le site catalytique de la protéine est responsable de son activité protéolytique
(Ohuchi et al., 1997). Cependant, son activité collagénase est modulée par d’autres domaines
de la protéine. Notamment, le domaine hémopexine dans la partie C-terminale permettrait de
lier le collagéne de type I et de dérouler la triple hélice pour le clivage (Tam et al., 2002 ;
Tam et al., 2004). D’autre part, I’unique cystéine présente dans le domaine cytoplasmique est
palmitoylée de maniére post-traductionnelle et cette modification est essentielle pour la
fonction de la MT1-MMP dans la migration cellulaire (Anilkumar e al., 2005). Une fois
apparue a la surface cellulaire, MT1-MMP est rapidement internalisée. La MT1-MMP a été
identifiée comme un activateur spécifique de la pro-MMP-2 dans les tumeurs et joue un role
important dans 1’invasion de la membrane basale par les cellules tumorales (Sato et al., 1994).
De par son role dans I’activation de la MMP-2, MT1-MMP est associée a un certain nombre
de cancers : adénocarcinomes de sein, cancers broncho-pulmonaires et cancers cervicaux
(Gilles et al., 1996 ; Nawrocki et al., 1997 ; Polette et al., 1997, Polette et Birembaut, 1998).
En outre, la MTI-MMP joue un role crucial dans 1’angiogenése tumorale (Sounni et al.,
2002). Les souris déficientes en MT1-MMP présentent des anomalies du squelette au cours du
développement post-natal. Ces anomalies sont trés probablement liées au manque de I’activité

collagénase de la MT1-MMP (Holmbeck et al., 1999).

MT5-MMP est spécifique du cerveau et principalement exprimée dans le cervelet
(Sekine-Aizawa et al., 2001). MT6-MMP (MMP-25) est exprimée presque exclusivement
dans les leucocytes du sang périphérique et dans certaines tumeurs du cerveau (Velasco ef al.,

2000 ; Pe1, 1999).

> Autres MMP

Sept membres MMP ne sont classés dans aucune des catégories ci-dessus. La
métalloélastase (MMP-12) est principalement exprimée dans les macrophages (Shapiro et al.,
1993) et est essentielle a leur migration (Shipley et al., 1996). En plus de 1’élastine, MMP-12
digere aussi un certain nombre des molécules de la matrice extracellulaire. MMP-19, aussi
appelée RASI (Rheumatoid arthritis Synovial Inflammation), est trouvée dans les
lymphocytes et le plasma de patients atteints de polyarthrite rhumatoide ou de lupus
érythémateux (Sedlacek et al., 1998). Elle est également exprimée dans des kératinocytes en

prolifération lors de la cicatrisation (Sadowski et al., 2003). L’énamélysine (MMP-20) est
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exprimée dans 1’émail néo-synthétisé des dents et digere I’amélogénine (Ryu et al., 1999). Un
trouble génétique (la formation défectueuse de 1'émail) est provoqué par des mutations aux
sites de clivage de la MMP-20 (Li et al., 2001). La MMP-21 a été découverte a I’origine chez
le xénope (Yang et al., 1997) et plus récemment chez la souris et ’homme (Marchenko et al.,
2003). Elle est exprimée invariablement dans les tissus foetaux et adultes ainsi que dans les
cellules de carcinomes squameux et basaux (Ahokas et al., 2003). Elle digere la gélatine mais
aucun autre substrat de la matrice extracellulaire n’a encore été identifié¢. La MMP-22 a été
clonée a partir de fibroblastes de poulet, puis la protéine homologue humaine identifi¢e. Peu
de choses sont connues au niveau de son activité. La MMP-23 est la seule qui posséde un
domaine riche en cystéine suivi par un domaine immunoglobuline-like. La derniére ajoutée a
la famille MMP est 1’épilysine ou MMP-28, principalement exprimée par les kératinocytes.
Les différentes niveaux de son expression dans la peau intacte et 1ésée suggerent que MMP-
28 peut avoir un role dans I'hémostase des tissus et la cicatrisation (Marchenko et Strongin,

2001 ; Lohi et al., 2001 ; Saarialho-Kere et al., 2002).

5.3. Inhibiteurs de métalloprotéinases

L’activité des métalloprotéinases est régulée par des inhibiteurs endogenes
spécifiques, les TIMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase), et non spécifiques comme 1’0L,-
macroglobuline plasmatique et d’autres molécules telles que la thrombospondine-2 (TSP-2)
RECK (Reversion inducing Cysteine riche protein with Kasal motifs) (Egeblad et Werb, 2002
; Takahashi ef al., 1998).

Quatre TIMP (TIMP-1 a 4) ont été identifiés chez les vertébrés (Brew et al., 2000).
Leur expression est régulée au cours du développement et du remodelage tissulaire. Les TIMP
sont constitués d’un domaine N-terminal et d’un domaine C-terminal contenant trois ponts
disulfures. Les TIMP inhibent toutes les MMP a I’exception de TIMP-1 qui inhibe peu la
MTI1-MMP, la MT3-MMP la MT5-MMP et la MMP-19.
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6. Cicatrisation

La cicatrisation est un processus biologique qui permet la réparation de tissus
endommagés par une blessure. Sa progression comporte quatre phases interdépendantes :
I’hémostase, I’inflammation, la prolifération (ou granulation) et le remodelage entrecroisé,
(Martin, 1997) (Figure 18). La cicatrisation peut durer de 8 a 14 jours, voire 21 jours, selon la
taille de la plaie. Toutefois, le résultat final ne permet pas de retrouver la fonctionnalité et

I’esthétique initiale.

Granulation
tizzue

Fibrin clot

| j:_‘ Reco nﬁtituting.‘
Hair ; [ epidermal

follicle ;
remnant

Figure 17. Schéma représentant les différentes phases de la cicatrisation. D’aprés Martin,
1997.
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6.1. Hémostase

Au moment de la blessure, la rupture des vaisseaux sanguins entraine 1’épanchement
des constituants du sang. La coagulation traduit la réaction cellulaire immédiate a I’agression
du tégument. Cette réaction est amorcée par ’activation de I’agrégation de plaquettes
ordonnant aux vaisseaux sanguins de former un caillot stable. Ce caillot rétablit I’hémostase
et forme la matrice extracellulaire dans le lit de la plaie (une structure pour la migration des
cellules) (Martin, 1997). 1l est constitué¢ de plaquettes intégrées dans un maillage de fibres
obtenues par clivage du fibrinogéne, avec de petites quantités de fibronectine plasmique, de
vitronectine et de thrombospondine (protéine volumineuse provenant de la sécrétion des
plaquettes et jouant un réle important dans l'agrégation de celles-ci). Les plaquettes sécrétent
des facteurs de croissance (PDGF, TGF-a et TGF-B), des cytokines et des protéines de la
matrice extracellulaire. Ces médiateurs recrutent les macrophages et les neutrophiles qui
sécretent a4 leur tour une batterie de facteurs spécifiques nécessaires aux autres étapes

(Santoro, 2005).

6.2. Inflammation

Les neutrophiles et les macrophages sont attirés par une grande variété de signaux
chimiotactiques. Ils comprennent, non seulement, les facteurs de croissance libérés par les
plaquettes, mais aussi des indices divers tels que des peptides bactériens, des produits dérivés
de la protéolyse, de la fibrine et d'autres composants de la matrice (Santoro, 2005). La
fonction attribuée a ces cellules est la destruction des bactéries, des corps étrangers et des
débris cellulaires. Ces cellules sont ensuite éliminées de la plaie par les macrophages. Ces

derniers font appel a différentes cellules telles que les fibroblastes et les cellules endothéliales.

6.3. Prolifération

Elle consiste en trois étapes différentes: la granulation, la contraction et la
réépithélialisation.

6.3.1. Granulation

Cette ¢tape est marquée par la prolifération et la migration des cellules qui
interviendront dans le reste du processus de la réparation. Cette population cellulaire donne

naissance a un tissu d’aspect granulaire (tissu de granulation). Ce tissu est composé de
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plusieurs types cellulaires : de macrophages, de fibroblastes et de cellules endothéliales. Une
fonction est attribuée a chaque type cellulaire :
e les macrophages libérent constamment des facteurs chimiotactiques et des facteurs
de croissance.
e les fibroblastes construisent une matrice cellulaire nécessaire pour accueillir de
nouvelles cellules et favoriser ainsi la migration cellulaire.
e les cellules endothé¢liales déclenchent la formation de bourgeons vasculaires

nécessaires a la construction de nouveaux vaisseaux capillaires.

6.3.2. Contraction

C’est un mécanisme par lequel la taille de plaie est réduite grace au mouvement
centripete du tissu entourant la plaie. Les fibroblastes jouent un rdole important dans cette
étape.

6.3.3. Réépithélialisation

C’est la réapparition du nouvel épithélium lors de la cicatrisation. Elle consiste en la
migration et la prolifération des kératinocytes a la périphérie de la plaie. La migration des
kératinocytes subit différentes modifications (Singer et Clark, 1999) :

e des cassures au niveau des liaisons formées par les hémidesmosomes entre 1'épiderme
et la membrane basale,

e des rétractions des tonofilaments (filaments intermédiaires) intracellulaires et des
filaments de kératine,

e Une dissolution de la plupart des desmosomes,

e la formation de lamellipodes (filaments cytoplasmiques d'actine) et d’autres contacts

focaux.

La prolifération et la migration des kératinocytes sont régulées par trois principaux
acteurs moléculaires: les facteurs de croissance, les intégrines et les métalloprotéinases. La
migration des kératinocytes aboutit a l'activation des intégrines. Ces récepteurs interagissent
avec des protéines de la matrice extracellulaire qui s’intercalent dans le centre ou a la
périphérie de la plaie. En outre, I'expression et l'activation des MMP favorisent la dégradation
et la modification des protéines de la matrice extracellulaire, facilitant la migration des

cellules (Sternlicht et Werb, 2001). La réépithélialisation se termine par la migration des
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cellules des levres vers I’intérieur de la plaie. Ainsi, les cellules de 1’épiderme reprennent leur

morphologie et leurs fonctions originales.

6.3.3.1. Role des intégrines et protéines de la matrice
extracellulaire

Dans le but de réparer un ¢épithélium endommagé, la dissociation des
hémidesmosomes, initiée par la libération des contacts avec les membranes basales, est
indispensable a la migration cellulaire. Comme cela a été mentionné auparavant, les intégrines
et les protéines de la matrice cellulaire jouent un role crucial dans les interactions
hémidesmosomes/membrane basale. Ceci permet de mettre en évidence certains rdles de ces

protéines dans le processus de la cicatrisation :

e L’interaction entre ces intégrines et leurs ligands conduit a la formation de
lamellipodes, de filopodes et de fibres d'actine. Ces formations ont un impact direct sur la
cicatrisation des plaies, car les lamellipodes et filopodes sont nécessaires aux projections
cytoplasmiques qui facilitent la migration, tandis que les filaments d'actine servent a tirer les
bords de la plaie afin de les réunir (Larjava et al., 1996). Les intégrines aident les

kératinocytes a créer des liaisons avec les collagenes dermiques (O’Toole, 2001).

e Le désassemblage des hémidesmosomes est assuré par la laminine-332 présente dans
la plaie. Le role de la laminine-332 est soutenu par l'expression du TGF-B et INFy. La
migration des kératinocytes est initiée par un basculement de liaison entre la laminine-332 et
ses récepteurs : la laminine-332 se lie a o3B1 au lieu de a6PB4. Au méme moment, une
phosphorylation de la sous unité B4 intégrine se met en place. Ce processus conduit a
I’initiation du désassemblage des hémidesmosomes et a la relocalisation de a6p4 dans les
lamellipodes. La présence de 331 aboutit a I’étalement et a la migration par la création des
contacts focaux avec 1’actine. En conclusion, I’expression de la laminine-332 est responsable
d'un changement dans la prépondérance des intégrines, et dans la modulation de la migration

des kératinocytes au cours de la réépithélialisation (Nguyen et al., 2000b).
I1 faut noter que les kératinocytes migrants expriment d’autres récepteurs d’intégrines

pendant la cicatrisation tels que a5B1, a3p1, a2P1, avPl, le avB3, avp6 et o9B1 (Larjava et
al., 1996 ; Hakkinen et al., 2000).
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Les deux récepteurs de la fibronectine (ovf6 et owvb5) sont exprimés par les
kératinocytes. L’augmentation de I’expression de avf6 peut étre observée dans les
kératinocytes pendant la cicatrisation. Son expression au cours de la migration suggére que
ovB6 intégrine peut réguler ce processus, in vivo (Clark, 1996). Toutefois, aucun changement
n’est observé dans la cicatrisation chez les souris déficientes en intégrine 6 (Huang et al.,
2000a). L'expression maximale de av36 coincide avec la formation de la membrane basale et
du tissu granulaires. La localisation temporelle des intégrines av6 dans 1'épithélium régénéré
suggere qu’ovP6 peut également étre impliquée dans la différenciation des cellules
épithéliales, la régénération de la membrane basale, la régulation de la réaction inflammatoire

et la formation de tissus granulaires.

La sous-unité B5 est connue pour s’associer seulement avec ov, formant ainsi le
récepteur de la vitronectine ovB5 (Kozlova et al, 2001). Malgré la détection de
I’'immunoréactivité de I’intégrine B5 dans les couches suprabasales de 1I’épiderme régénéré
(Leivo et al., 2001), les souris déficientes pour cette intégrine ont une cicatrisation normale.
Seuls les kératinocytes provenant de ces souris montrent un défaut de migration et d’adhésion
a la fibronectine, in vitro (Huang et al., 2000a). Chez ’homme, I’immunoréactivité de avB5 a

été détectée principalement dans les kératinocytes basaux au cours de la cicatrisation (Clark,

1996).

6.3.3.2. Role des métalloprotéinases

Au cours de la cicatrisation, la dégradation des composants de la matrice
extracellulaire par les MMP est nécessaire pour éliminer et réorganiser les matrices
provisoires mais aussi pour permettre la migration des cellules (Ravanti et Kahari, 2000). Les
kératinocytes basaux sont la source principale de MMP. Les kératinocytes humains
synthétisent et sécrétent principalement MMP-1, 2, 9 et 10. Leur expression est nécessaire

pour régénérer les tissus endommaggs.
Suite a une blessure, MMP-1 est exprimée par les kératinocytes migrants localisés au

bord de la blessure, mais elle n'est pas exprimée par les kératinocytes prolifératifs (Saarialho-

Kere et al., 1995). Cette expression est donc abondante au bord de la plaie et diminue
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progressivement en s’¢loignant (Inoue et al., 1995). In vitro, il a été démontré que TNF-o et

de TGF-B1 induisent l'expression de la MMP-1 dans les kératinocytes par 1’activation de la

voie dépendante p38- MAPK (Johansson et al., 2000).

Dans les kératinocytes, I'expression de MMP-1 est entrainée par 1’interaction entre le
collageéne I et l'intégrine o2B1 (Pilcher et al., 1999). Lors de la réépithélialisation, les
kératinocytes perdent leur interaction avec la membrane basale et migrent sur le tissu
conjonctif dermique composé principalement de collagene I par le biais du récepteur
intermédiaire a231. Cette liaison entre le collagéne I et 0231 entraine 1’expression de MMP-1
par les kératinocytes migrants. A son tour, l'expression de MMP-1 soutient la migration des
kératinocytes sur le collagéne de type I en s’associant avec I’intégrine o2 1. Cette interaction

induit une protéolyse contrdlée et localisée au niveau de la lésion, ce qui facilite la migration

des cellules (Pilcher et al., 1999 ; Dumin et al., 2001).

Les MMP-2 et 9 jouent un rdle important dans la cicatrisation. L’expression MMP-2
est modulée dans les kératinocytes par le TGF-B1 et la MSP (Macrophage stimulating
protein) (Makela et al., 1999). L’expression de MMP-2 est responsable de la protéolyse de la

laminine-332, qui module la migration des kératinocytes (Giannelli ez al., 1999).

MMP-9 est exprimée sur les sites de la plaie par des kératinocytes migrants et des
macrophages. Dans les kératinocytes, MMP-9 est exprimée de fagon constitutive, mais peut

étre régulée par la stimulation de TGF-f3, de TNF-o. et d’IL1-f (Salo ef al., 1994).

Enfin, MMP-10 est exprimée par des kératinocytes migrant sur le front de 1'épithélium,
ou il est colocalis¢ avec MMP-1 (Vaalamo et al., 1996). MMP-10 apparait afin d’aider la
migration des kératinocytes vers le front épithélial et contribue également a la rénovation de

la nouvelle matrice. MMP-10 peut également activer la MMP-9.
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6.3.3.3. Role des facteurs de croissance

> Les facteurs de croissance épidermiques (EGF) :

Une série d'études ont démontré un effet positif de I'EGF, du TGF-o et du HB-EGF
sur la réparation des plaies, ce qui suggere que les facteurs de croissance endogeénes sont
¢galement impliqués dans le processus de guérison (Yanez-Mo et al., 1998). Ils sont
considérés comme des régulateurs clés de la prolifération des kératinocytes. Ils exercent leur
fonction via la liaison a leur récepteur (EGFR), une protéine tyrosine kinase

transmembranaire qui s'exprime sur de nombreux types cellulaires (Oda et al., 2005).

L’EGF est exprimé principalement par les plaquettes, les fibroblastes et les
macrophages (Shiraha et al., 1999). Des études in vitro ont montré que la surexpression
d’EGF aprés une blessure aigué€, accélere significativement la réépithélialisation (Brown et

al., 1986) et augmente la force de traction de la plaie (Brown et al., 1988).

Le TGF-o est sécrété par les plaquettes, les kératinocytes, les macrophages, les
fibroblastes et les lymphocytes. Des études in vitro montrent que le TGF-o a la capacité

d'augmenter la migration et la prolifération des kératinocytes (Li et al., 2006 ; Cha et al.,

1996).

Enfin, le HB-EGF (heparin-binding-EGF-like growth factor) est surexprimé dans la
cicatrisation (Namiki et al., 1995) et est sécrété par les kératinocytes. Il joue un rdle dans

I’initiation de la migration des kératinocytes in vivo.

» Le FGF-2 :

Appelé aussi FGF basique, son expression augmente dans les plaies aigués et joue un
role dans la formation du tissu granulaire, la réépithélialisation et le remodelage de tissu
(Powers et al., 2000). Des études in vitro ont démontré que le FGF-2 régule la synthése et le
dépot de divers composants de la matrice extracellulaire, et induit aussi I’augmentation de la
motilité¢ des kératinocytes au cours de la réépithélialisation (Sogabe et al., 2006 ; Grellner et
al., 2000). Il favorise également la migration des fibroblastes et la production des

collagénases. (Sasaki, 1992).
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» Le TGF-f:
Il est important dans l'inflammation, l'angiogenése, la réépithélialisation et la
régénération des tissus conjonctifs. Le TGF-B1 facilite le recrutement des cellules

inflammatoires et des macrophages (Clark, 1996).

» Le PDGF :
Il joue un role important dans le processus de cicatrisation (Heldin et Westermark,
1999). Le role du PDGF pendant la cicatrisation de la peau semble étre 1i¢ aux phases de
réépithélisation. C’est un facteur chimiotactique produit par les neutrophiles, les monocytes et
les fibroblastes. D’autre part, il augmente la prolifération des fibroblastes et la production de
la matrice extracellulaire lors de la contraction des plaies et de la réorganisation de cette
matrice. Enfin, il favorise la contraction des fibroblastes avec les matrices de collagéne en

induisant le phénotype myofibroblastique (Clark, 1996).

Il faut noter que d’autres facteurs de croissance sont impliqués dans la cicatrisation

(Tableau 7).
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Facteurs de

. Cellules Fonction
croissance
Plaquettes
EGF Macrophages Réépithélialisation
Fibroblastes
Kgratlnocytes Formation de tissu Granulation
Fibroblastes Réépithélialisation
FGF-2 Cellules endothélial . P .
L Formation et remodelage de la matrice
Cellule musculaire lisse
Chondrocytes
Plaquettes
TGF- Srati e e
o Keératinocytes Réépithélialisation
Macrophages . .
Formation et remodelage de la matrice
Lymphocytes
Fibroblastes
Plaquettes .
TGF-$ Kératinocytes . Inﬂammatlon .
Formation de tissu Granulation
Macrophages fri ate qe
Réépithélialisation
Lymphocytes . .
. Formation et remodelage de la matrice
Fibroblastes
f,’laquettes Inflammation
Kératinocytes . . .
Formation de tissu Granulation
PDGF Macrophages roey A1so1e
1 Réépithélialisation
Cellules endothélial . .
. Formation et remodelage de la matrice
Fibroblastes
Plaquettes
Neutrophiles
VEGF Macrophages . . .
Cellules endothélial Formation de tissu Granulation
Cellule musculaire lisse
Fibroblastes
Neutrophiles
IL-1 Monocytes Inflammation
Macrophages Réépithélialisation
Kératinocytes
IL-6 . Inflammation
Neutrophiles Rééoithélialisati
éépithélialisation
Macrophages
TNF-a . Inflammation
Neutrophiles Rééoithélialisati
éépithélialisation
Macrophages

Tableau 7. Facteurs de croissance impliqués dans la cicatrisation. D’aprés Barrientos et

al., 2009
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7. Rayonnement solaire

7.1. Introduction

Le rayonnement solaire est constitué d’un mélange de radiations parmi lesquels on
distingue :

v’ Le rayonnement ultraviolet dont la longueur d’onde est inférieur a 400 nm.

v" La lumiére visible constituée par les rayonnements de longueurs d’ondes comprises

entre 400 et 700 nm.
v Le rayonnement infrarouge de longueur d’ondes supérieure a 700 nm.

De méme que la lumiére visible peut étre divisée en plusieurs couleurs, les UV peuvent étre

classifiés en 3 subdivisions (Figure 18) :

1- Les UVA (320-400 nm) représentent la plus importante partie d’UV atteignant la surface
de la terre. Ils provoquent sur la peau le bronzage et peuvent I’endommager en profondeur du

fait de leur forte capacité de pénétration des tissus.

2- Les UVB (280-320 nm) représentent une plus petite proportion des rayons atteignant le sol,
mais contribuent largement aux effets biologiques consécutifs aux expositions solaires. Ils
peuvent provoquer bronzage, rougeurs, brilures, 1ésions oculaires. Leur pénétration dans la

peau est plus faible.
3- Les UVC (200-280 nm) sont presque entiérement absorbés par la couche d’ozone de

I’atmosphere. IlIs ne pénétrent que peu dans la peau mais peuvent provoquer des lésions

oculaires.
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Figure 18. Pénétration du spectre solaire sur la peau. Les UVB sont bien atténués par
les couches les plus superficielles de I’épiderme, mais atteignent néanmoins la couche
basale.

7.2. Effets des UV sur la peau

L’exposition aux UV présente des effets bénéfiques ou néfastes en fonction de la dose
recue. Parmi les effets bénéfiques on peut citer la synthése de la vitamine D dans les
kératinocytes, nécessaire a la prévention du rachitisme (Holick, 1981). Du point de vue
psychologique, la lumiere du soleil est bénéfique contre le désordre affectif saisonnier. Enfin,
On peut également citer I’utilisation thérapeutique des UVB ou UVA en traitement du

psoriasis et de I’eczéma (Krutmann, 2000).

Cependant les UV ont aussi des effets nocifs et peuvent entrainer des lésions cutanées
aigués ou chroniques en fonction des facteurs tels que la dose, la longueur d’onde et les

caractéristiques de la peau.

Les UVA comprennent plus de 95% du rayonnement solaire qui nous parvient. Ces
rayonnements pénétrent en profondeur dans 1'épiderme et le derme et sont environ 1000 fois

plus efficace que les UVB dans ’acquisition d'un bronzage immédiat (causée par la synthése
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de la mélanine dans I’épiderme) (Clydesdale er al., 2001). L exposition intense ou prolongée
aux UVA peut briler la peau sensible et peut, a terme, causer un photovieillissement
prématuré de la peau. Les premiers signes de photovieillissement sont les rides, le
flétrissement, la laxité, la pigmentation inégale et la sécheresse. Les UVA provoquent aussi
une nécrose des cellules endothéliales, endommageant ainsi les vaisseaux sanguins du derme.
Apres l'exposition aux UV A, les especes réactives de 1’oxygene (ROS) sont produites et vont
oxyder les protéines, les lipides et les glucides. Les UVA peuvent produire des dommages
structuraux a 1'ADN, altérer le systéme immunitaire, et provoquer un cancer (67% des

mélanomes malins) (Afaq et Mukhtar, 2001 ; Afaq et Mukhtar, 2002 ; Trautinger, 2001).

Le rayonnement UVB est mineur, mais il est 1'élément le plus actif de la lumicre
solaire. Il représente de 4 a 5% de l'entrée de la lumicere UV. Il est plus génotoxique et
provoque environ 1000 fois plus de cellules apoptotiques (sunburns cells) que les UVA. Les
UVB sont moins pénétrants et agissent principalement dans la couche basale épidermique. Ils
induisent notamment des dommages directs de 'ADN (formation de dimeres cyclobutane-
pyrimidine (CPD) et 6-4 pyrimidine-pyrimidone photoproduits (6-4)-PP) et aux protéines
(réaction avec les acides aminés aromatiques). Le rayonnement UVB participe également a
des dommages indirects des macromolécules. Il provoque la production de radicaux libres et
induit une diminution significative des antioxydants de la peau. Par ailleurs, les UVB causent
la photo-isomérisation en trans de l'acide cis-urocanique (UCA), l'induction de 1’activité de
'ornithine décarboxylase (ODC) et I’arrét du cycle cellulaire, ou I’altération de la synthése de
I'ADN. Les effets biologiques néfastes directs et indirects des UVB peuvent donner lieu au
photovieillissement et a la photocarcinogenese. Les UVB sont considérés comme
responsables de l'induction des carcinomes de type basocellulaire (CBC) et spinocellulaire
(CSC) en raison des dommages de 1'ADN. Il sont également soupconnés d'affaiblir les
défenses immunitaires de la peau (De Gruijl, 2002 ; Pattison et Davies, 2006 ; Petit Frere et

al., 1996).

Les rayonnements UVC sont les plus énergiques et ils possédent le plus grand
potentiel pour provoquer des dommages biologiques a toutes formes de vie, y compris suite a
une exposition trés courte. Ces rayonnements sont hautement mutagenes et toxiques parce
qu’ils sont absorbés par des protéines et des acides nucléiques. Heureusement, les
rayonnements UVC sont absorbés par 'atmosphére terrestre. Dans la stratosphére, 'énergie

des UVC permet de former 1'0zone. Aucun rayonnement solaire de longueur d'onde inférieure

79



Exposé bibliographique Chapitre I : La peau

a 280 nm n’atteint la surface de la terre (Hussein, 2005 ; Afaq et Mukhtar, 2001 ; Van der
Leun, 2004).

7.3. Principaux acteurs de la réponse aux UV

7.3.1. Dommages de I’ADN induits par les UV

Lorsque le rayonnement ultraviolet atteint la peau, son énergie peut &tre absorbée
(effet direct). Il existe une variété de molécules dans la peau qui peuvent absorber cette
énergie et étre chimiquement modifiés, la principale molécule absorbant les UV est 'ADN
lui-méme. Au fil du temps, 1'absorption des rayonnements ionisants par I'ADN d'une cellule
entraine 1'accumulation de mutations génétiques et, éventuellement, la transformation
maligne. Les UV peuvent aussi induire la production des ROS capables a leur tour

d’endommager I’ADN (effet indirect) (Maverakis et al., 2010).

Parmi les dommages de I’ADN induit directement par les UV. On peut distinguer cinq

catégories :

A- Altérations des bases des nucléotides : Les CPD (cyclobutane-pyrimidine dimers) et 6-4
PP [pyrimidine-pyrimidone (6-4) photoproducts] sont les dommages directs les plus
communs. Les 6-4 PP sont 5 a 10 fois moins répandus que les CPD (Tornaletti et Pfeifer,
1996). Les bases peuvent étre hydroxylées et libérer la 7,8-dihydro-8-ox0-2’désoxyguanosine
(8-0x0-dQG), marqueur de ce processus. De plus, des pertes de bases peuvent aussi se produire

(Ravanat et al., 2001).

B- Ruptures de brins d’ADN. On distingue deux types de ruptures de brins :

- les cassures simple brin (CSB) sont produites par rupture des liaisons
phosphodiester.

- les cassures double brin (CDB), chacune d’elles étant située en vis-a-vis sur un brin
différent de I’ADN. Les CDB sont les Iésions les plus graves et une large proportion ne peut
étre réparée par la cellule irradiée. En cas de non réparation, elles sont souvent 1étales pour la

cellule.
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Le nombre de cassures (CSB et CDB) peut étre corrélé a la dose d’irradiation et a la
sensibilité cellulaire (Matsumoto et al., 1991 ; Dikomey et al., 1998 ; Rapp et Greulich,
2004).

C- Formation de pontages entre brins d’ADN ou avec des protéines : Les radiations
peuvent former des pontages intra ou inter-brins sur I’ADN, par fusion entre deux ruptures de
brins. Ces ponts d’ADN aboutissent a des aberrations chromosomiques. Les radiations
induisent également 1’association covalente de protéines avec ’ADN (Jenner et al., 1998).
Cette association ADN/protéines implique surtout la thymine et la tyrosine mais parfois
d’autres bases. De plus, certains composés, comme le malonyldialdéhyde provenant de la
peroxydation de la membrane plasmique apres irradiation (Morliere et al., 1995 ; Perez et al.,
1995), peuvent également induire ces pontages (Cheeseman, 1993). Ces ajouts de protéines

modifient la structure de la molécule et donc son fonctionnement.

D- Sites de dommages multiples (LMDS locally multiply damages sites) : Les LMDS
consistent en un grand nombre de lésions simples (dommages des bases, CSB, CDB et
associations ADN/protéines ou ADN/ADN), produites a proximité les unes des autres, sur une
courte séquence de la molécule d’ADN (Goodhead, 1994 ; Sutherland et al., 2001). Ces
associations ou « clusters » de dommages sont la conséquence d’une accumulation de
plusieurs lésions sublétales individuelles. Plus elles sont complexes, moins elles sont

réparables par la cellule.

E- Aberrations chromosomiques : Les aberrations chromosomiques induites par les
radiations sont de différents types : translocations, délétions, inversions, anomalies génétiques
(anneaux dicentriques, centriques et acentriques). Elles proviennent soit de la liaison de deux
extrémités de chromosomes résultant surtout d’une CDB (pontages), soit plus rarement de
I’association d’une extrémité chromosomique libre avec d’autres molécules empéchant la
réparation (Kemp et Jeggo, 1986). La nature des réarrangements chromosomiques produits
dépend de la phase du cycle cellulaire dans laquelle se trouve la cellule au moment de
I’irradiation responsable de 1’aberration chromosomique. Si I’irradiation a lieu apres la

synthése d’ADN, une seule chromatide est affectée (aberration chromatidienne).

Les Iésions de I’ADN sont détectées par différentes protéines qui le surveillent. Ces

protéines sont: la protéine ATM (Ataxia-telangiectasia-mutated), la ATR (Ataxia-
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telangiectasia-RAD3-related) et DNA-PK (phosphatidylinositol 3-kinase-like kinases). Apres
avoir détect¢ les lésions de I’ADN, ces protéines peuvent activer pS53 (une protéine
suppresseur de tumeur que 1’on nomme protéine gardienne de génome), suite a 1’exposition

aux irradiations.

7.4. Especes réactives de ’oxygene et réponse aux UV

7.4.1. Introduction

Du fait de son électronégativité, la molécule O, est particulierement sensible aux
transferts d’électrons a partir de divers constituants cellulaires. Ces transferts peuvent aboutir
a une réduction partielle de 1’oxygene moléculaire, générant des dérivés hautement réactifs,
les especes réactives de I’oxygeéne (ROS). Parmi ces espéces susceptibles de se former dans
les cellules, il convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui
jouent un réle particulier en physiologie appelés radicaux primaires. Les autres radicaux
libres, dit radicaux secondaires, se forment par réaction de radicaux primaires sur les
composés biochimiques de la cellule. Ces radicaux primaires dérivent de I’oxygeéne, par des
réductions a un électron comme 1’anion superoxide O, " et le radical libre hydroxyle OH’, ou
de I’azote comme le monoxyde d’azote NO' (Valko er al., 2007). D’autres dérivés de
I’oxygeéne appelés aussi espéces réactives de I’oxygéne, tels que I’oxygéne singulet 'O, le
peroxyde d’hydrogeéne (H,0,) ou le nitroperoxyde (ONOO"), ne sont pas des radicaux libres,

mais sont aussi réactifs et peuvent en étre les précurseurs (Valko ef al., 2007) (Figure 19).
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Figure 19. Origine des différents radicaux libres oxygénés et autres espéces réactives
de ’oxygéne impliquées en biologie (Valko er al. 2007). L’oxygéne singulet ('0,) (O, a
I’état non fondamental) est trés instable et extrémement réactif. Sa durée de vie est trés
limitée. L anion superoxyde (O, ) est peu réactif. Sa charge électrique le rend incapable de
diffuser a travers les membranes biologiques. En dépit d’une réactivité assez faible, I’anion
superoxyde présente des dangers pour les structures biologiques réduisant des métaux
comme le fer ou le cuivre qui deviennent réactifs. Le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) peut
étre généré soit par dismutation de 1’anion superoxyde O, + O, + 2H+ — H,0, + O,,
soit par réduction univalente de 1’anion superoxyde : O, + ¢ + 2H" — H,0, ou par
réduction bi-électronique de 1’oxygéne catalysée par des enzymes comme la glucose
oxydase O, + 2¢” + 2H" — H,0,. Le peroxyde d’hydrogéne est potentiellement toxique car
sa faible réactivité, associée a sa capacité de traverser les membranes biologiques, font qu’il
peut se retrouver a une grande distance de son lieu de synthése. Le radical hydroxyle (OH)
est généré dans les cellules soit par clivage réducteur du peroxyde d’hydrogéne H,0, + H
+ ¢ — H,0 + OH:-, soit par coupure homolytique du peroxyde d’hydrogéne H,0, — OH’
+ OH’, soit par décomposition du peroxyde d’hydrogéne, catalysée par des métaux, en
particulier le fer ou le cuivre (réaction de Fenton) H,0, +Fe** (Cu") — OH" + OH™ + Fe'**
(Cu®") ou par interaction de I'eau oxygénée avec l'ion superoxyde (réaction d’Haber-Weiss)
HOOH + O, — OH' + OH™ + O,. Il est le plus puissant réactif avec tous les substrats de
son entourage et représente donc une source potentielle importante de 1ésions moléculaires,
cellulaires et tissulaires.
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7.4.2. Production physiologique des radicaux libres dans I’organisme et
en réponse aux UV

Les radicaux libres étant trés réactifs, ils ont une durée de vie extrémement courte. 11
est donc difficile d'étudier leur métabolisme, c’est aussi pour cela que les connaissances sur
leur production dans des conditions physiologiques et pathologiques sont encore restreintes.
La formation de radicaux libres s'effectue au niveau de divers organites cellulaires (Lambeth,

2004 ; Valko et al., 2007) :

- les mitochondries : la réduction de I'oxygeéne moléculaire par les cytochromes de la chaine
respiratoire s'accompagne d'une formation en parallele d'environ 2% d'ions superoxyde, d'eau

oxygénée et éventuellement de radicaux OH

20y 98°%
(:)2 T (:)2 = ZHz(J
+le +4e-+ 4H*
Production de superoxyde Respiration

- le cytosol : diverses réactions enzymatiques peuvent produire des radicaux superoxyde et de
I'eau oxygénée. La xanthine oxydase (responsable de la transformation de 1'hypoxanthine en
xanthine), l'aldéhyde oxydase et la galactose oxydase sont a l'origine de la formation de

radicaux superoxyde 02"

Nanthine oxydase

Hypoxanthine

» Nanthine

=

ey

(:)2 (:.]2 -+ 2H2C)
D'autres enzymes interviennent dans la production de radicaux libres, particuliérement
dans les cellules immunitaires comme les monocytes-macrophages et les polynucléaires
neutrophiles pour détruire les micro-organismes ou des macromolécules étrangeres, en

particulier par le complexe oxydo/réductase membranaire appelé NADPH oxydase.
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7.4.3. Role des ROS dans la réponse cellulaire aux UV

Dans la régulation de la réponse cellulaire, les ROS agissent soit en oxydant les
macromolécules biologiques (protéines, lipides et acides nucléiques) soit en jouant le role de

second messager qui va modifier 1’activité de certains facteurs de transcription.

7.4.3.1. Effets oxydatifs des ROS

Les radicaux libres étant trés réactifs réagissent avec les premieres molécules qu’ils
rencontrent et particulierement les lipides, les acides nucléiques et les acides aminés. Les
acides gras polyinsaturés, constituants principaux des membranes cellulaires (nucléaires,
mitochondriales ou lysosomales), sont la premiére cible des ROS. Sans entrer dans le détail,
HOe peut déclencher une réaction en chaine de peroxydation lipidique en extrayant un atome
H a un groupement méthyléne d'un acide gras insaturé par exemple :

RH + HO*— Re+ H20
Re+ 02 — ROOe
ROO<«+ RH— ROOH + Re

Les acides gras peroxydés altérent la perméabilité membranaire, qui peut mener
jusqu'a la désintégration de la membrane. De la méme fagon, les aminoacides d'une protéine,
peuvent subir des phénomeénes de carbonylation (>C=0), rendant les protéines ainsi modifiées
sensibles aux protéases. Enfin les bases de 'ADN peuvent également €tre oxydées (cause de

mutations) aboutissant a l'arrét de réplication de I'ADN.

7.4.3.2. ROS comme second messager

D’autres travaux ont montré que les ROS pouvaient moduler 1’activité de certains
facteurs de transcription. Schreck et ses collegues (1992) ont d’abord montré que certains
facteurs de transcription de la famille NF-xB peuvent étre activés par les agents oxydants et
aussi par les radiations ionisantes. Plus tard, il a ét¢ montré que plusieurs facteurs de
transcription et des protéines kinases possedent des ¢léments sensibles a 1’oxydo-réduction
(Valko et al., 2007). Les plus connus parmi ces facteurs activés par une irradiation sont : NF-
kB, AP-1 (Activator Protein-1) (Bickers et Athar, 2006), AP-2 (Grether-Beck et al., 1996),
Spl (Wu et al., 1996), NF-1 (Nuclear Factor-1) (Bandyopadhyay et Gronostajski, 1994), p53
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(Parks et al., 1997) et USF (Upstream Stimulatory Factor) (Pognonec et al., 1992). Les ROS

peuvent également activer HIF-1q apres irradiation.

7.5. Facteurs de croissance et leurs récepteurs dans la réponse
cellulaire aux UV

La réponse des kératinocytes aux UV se traduit par la libération puis ’activation de
plusieurs facteurs de croissance et de leurs récepteurs comme 1’EGF (epidermal growth
factor), le TNF-o (tumor necrosis factor-a) ou le TGF-B (transforming growth factor-})
(Muthusamy et Piva, 2010). La liaison des facteurs libérés avec leurs récepteurs spécifiques
aboutit a 1’activation de ces derniers. Cette activation résulte d’une phosphorylation des
récepteurs sur leurs résidus tyrosine et déclenche différentes cascades de kinases. Ce systéme
met en jeu une famille particuliere de MAPK (mitogen-activated protein kinases) contenant
trois sous-groupes : ERK (extracellular signal regulated kinase), p38MAPK et INK/SAPK
(Jun Nterminal kinase/stress-activated protein kinase). L’activation de ces kinases entraine la

phosphorylation de nombreux substrats (Bender et al., 1997 ; Bode et Dong, 2003).

Les UV peuvent également déclencher la voie de signalisation de manicre directe. En
effet, plusieurs récepteurs comme ceux du TNF-a et Fas ou encore EGFR peuvent étre activés
directement, par irradiation, sans avoir besoin de leurs ligands (Rosette et Karin, 1996 ;
Aragane et al., 1998). Non seulement I’irradiation par les UV aboutit a une sous-expression
des récepteurs de I’EGF et du TGF-B mais aussi a une diminution des liaisons

récepteur/ligand (Heck et al., 2004).

7. 6. Systéme immunitaire et UV

De nombreuses études expérimentales démontrent que les UV, en particulier les UVB,
ont un effet suppresseur sur le systétme immunitaire (Schwarz, 2005). Différents mécanismes

peuvent intervenir dans la photoimmuno-suppression :

e Les dommages de I’ADN causés par 1’absorption des UV. L’ immuno-suppression est

induite par la production de cytokines immuno-suppressives, la modulation des génes codant
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pour des molécules impliquées dans la présentation de 1’antigéne et I’activation d’enzymes de
réparation de I’ADN (Simon et al., 1994 ; Nishigori et al., 1996 ; Vink et al., 1996).

e [L'acide trans-urocanique (UCA) absorbe les UV, ce qui provoque son isomérisation et
la production d’acide cis-urocanique (cis-UCA). UCA est un photorécepteur présent dans la
couche cornée qui joue le role de capteur de molécules d’eau rendant la surface de la peau
plus souple (Streilein et al,, 1994 ; Norval et al., 1995). Une injection sous-cutanée de cis-
UCA a le méme effet inhibant de 1’hypersensibilité¢ de contact que les UVB (Kondo ef al.,
1995).

e La production de cytokines immunosuppressives, dans les kératinocytes, induites par
les UV, telles que TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15 et les prostaglandines agissent
sur la morphologie, les capacités de migration ou de présentation des cellules de Langerhans
(Vermeer et Streilein, 1990 ; Kurimoto et Streilein, 1992 ; Moodycliffe et al., 1994 ;
Shreedhar ez al., 1998).

e L’apparition des cellules monocytaires dans 1’épiderme apres exposition aux UV
(Cooper et al., 1986).

e La peroxydation des lipides membranaires.

e La production de facteur activateur des plaquettes (PAF) a partir de phospholipides.

e La production d'especes réactives de 1'oxygene (ROS).

L'importance relative de ces voies peut dépendre de la longueur d'onde des rayons UV et leur

intensité.

Plusieurs études ont montré 1I’'importance du systéme immunitaire dans les cancers
cutanés photo-induits. Chez la souris, les tumeurs induites par les UV sont fortement
antigéniques et font I’objet d’un rejet lorsqu’elles sont greffées sur la peau de souris
syngéniques saines et non irradiées. En revanche, ces tumeurs ne sont pas rejetées lorsqu’elles

sont greffées chez des animaux syngéniques irradiés par les UVB (Donawho et Kripke, 1991).

De plus, la croissance des cellules tumorales greffées sur une peau préalablement
exposée aux UV est plus importante que celle survenant sur une peau saine. Cela confirme
I’importance du systéme immunitaire au cours de la photocarcinogeneése (Donawho et al.,
1996). Chez I’homme, 90% des patients ayant un carcinome présentent une hypersensibilité
de contact (HC) qui diminue apres irradiation. Cependant 40% seulement des individus sains

ont ce phénotype (Yoshikawa et al., 1990), ce qui démontre indirectement les effets d’une
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prédisposition a I’'immunosuppression UV induite dans 1’apparition des carcinomes.
L’¢évolution de certaines affections virales, bactériennes ou parasitaires apres exposition aux
UVB montre que les personnes fréquemment exposées au soleil sont plus sensibles aux
maladies infectieuses (McLelland et Chu, 1990 ; Langhoff et Haseltine, 1993 ; Vermeer et
Hurks M, 1994).

7. 7. Réparation de ’ADN

7.7.1. Systemes de réparation de I’ADN

Au cours de I’évolution, la cellule a sélectionné des mécanismes de réparation de
I'ADN afin de traiter efficacement la grande variété¢ des lésions de 'ADN induites par des
sources exogenes et endogeénes et maintenir I’intégrité du génome. Dans le génome humain, il
existe plus de 130 génes impliqués dans la réparation de I'ADN. La réparation comporte trois
¢tapes : la détection des dommages, leur suppression et le remplacement de la séquence
d'ADN supprimée (Perry et al.,, 2010). Au moins quatre stratégies sont adoptées par la cellule
afin de réparer ces lésions: la réparation par excision de base, la réparation des
mésappariements, la réparation des cassures double brin et la réparation par excision de
nucléotides (Jackson et Bartek, 2009 ; Chang et al., 2006a ; Decordier et al., 2007 ; Altieri et
al., 2008).

7.7.1.1. Réparation par excision de base (BER)

La réparation par excision de base est responsable de la réparation des lésion d’ADN
résultant de  dommages oxydant, d’alkylation, de  désamination et de
dépurination/depyrimidination, ainsi que de cassures d’ADN simple brin (Robertson et al.,
2009 ; Hoeijmakers, 2009). BER facilite la réparation par deux voies: la premiere est
caractérisée par 1’élimination d’un ou deux nucléotides (short patch repair) ayant pour
conséquence I’apparition de petites bréches, la deuxiéme implique I’excision de plusieurs
nucléotides (10 a 20) (long patch repair) provoquant de plus grandes bréches simple brin dans

I’ADN.
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7.7.1.2. Réparation des mésappariements (MMR)

La réparation des mésappariements est responsable de la suppression de
mésappariements des bases causés par la désamination de facon spontanée ou provoquée,
I’oxydation, la méthylation et les erreurs de la réplication (Kunz et al., 2009). La
reconnaissance du mésappariement est effectuée principalement par un hétérodimere appelé

hMutSo.

7.7.1.3. Réparation des cassures double brin (DSBR)

Des cassures double brin de 'ADN sont induites par les attaques endogénes et
exogenes, ainsi que par la conversion des cassures simple brin en cassures double brin lors de
la réplication de I'ADN (Hoeijmakers, 2009 ; Pardo et al., 2009). Il existe deux types de
réparation de cassures doubles brins :

A- réparation par recombinaison homologue. Cette réparation utilise une partie
homologue du génome (brin fils ou chromosomes homologues).

B- réparation par relégation non homologue. Ce systeme effectue une légation des
brins d’ADN apres un « faconnage » des extrémités qui conduit a une reconstitution infidéle

de I’ADN.

7.7.1.4. Réparation par excision de nucléotides (NER)

La réparation par excision de nucléotides corrige une grande variété de 1ésions causant
des distorsions structurales de I’ADN, y compris celles induites par les rayons UV, les rayons
ionisants, les mutageénes, les carcinogeénes chimiques et certaines substances thérapeutiques.
Ce processus s’applique a de nombreux adduits tels que les diméres de pyrimidines, les 6-
4PP, les thymines glycols, les adduits psoraléne—thymine, cis-platine—guanine, mitomycine—
guanine ainsi que les pontages interbrins. Il implique 1’action d’une vingtaine de protéines
différentes (Eisen et Hanawalt, 1999). Les principaux genes impliqués ont été¢ découverts
suite a I’identification des geénes impliqués dans les maladies héréditaires de la réparation
comme le xeroderma pigmentosum (XP), la trichothiodystrophie (TTD) et le syndrome de
Cockayne (CS) chez I’homme (Hoeijmakers, 2009 ; Nouspikel, 2009). La réparation NER se
compose de deux branches distinctes : la réparation globale du génome (GGR) indépendante

de la transcription, et celle couplée a la transcription (TCR).
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7.7.1.4.1. Réparation globale du génome (GGR)

La distorsion de 'ADN endommagé est reconnue par les deux complexes UV-DDB
(DDBI1-DDB2-containing E3-ubiquitin ligase complex) et XPC-RAD23B. Une fois que la
Iésion est reconnue, toutes les étapes subséquentes de l'assemblage d'un complexe NER
fonctionnel exigent les mémes facteurs pour GG-NER ou pour TC-NER (Figure 21). Le
facteur de transcription TFIIH a un role essentiel dans le systétme NER par ses deux sous-
unités XPB et XPD qui déclenchent par leurs activités respectives ATPase dépendante
d’ADN et hélicase dépendante d'ADN I’ouverture de I'hélice d'ADN autour de la Iésion
(Drapkin et al., 1994 ; Wang et al., 1995 ; Coin et al., 2007). L'action combinée de XPC-
RAD23B et TFIIH crée de courts segments d'’ADN simple brin autour de la 1ésion et facilite le
recrutement de deux protéines XPA et RPA afin de vérifier les dommages. Enfin, la structure
ouverte est reconnue par deux endonucléases a spécificité de structure, XPG et ERCCI1-XPF.
L'incision par XPG qui s’effectue sur le simple brin du c6té 3’ de la Iésion (Lieber, 1997) et
ensuite par ERCC1-XPF du c6té 5' de la Iésion (Mu et al., 1996) conduit a la libération d’un
oligonucléotide de 24 a 32 paires de bases (Huang et al., 1992 ; Moggs et al., 1996). Les
facteurs se dissocient alors de la bulle de réparation, a l'exception de la RPA qui stabilise la
région simple brin. La bréche est comblée par une synthése d’ADN réparatrice impliquant
I'ADN polymérase o et g, I’action des facteurs de réplication RPA, RFC ainsi que PCNA
(Shivji et al., 1995). Enfin, la réparation du dommage est complétée par 1’action de ’ADN

ligase I qui effectue la jonction au niveau de la cassure restante (Figure 21).

7.7.1.4.2. Réparation couplée a la transcription (TCR)

La TCR est une voie de réparation fortement conservée identifiée chez de nombreux
organismes incluant les bactéries, les levures et les mammiferes. Les 1ésions situées sur le brin
codant des genes activement transcrits sont réparées de maniere préférentielle (Bohr er al.,
1985 ; Mellon er al., 1987). Le processus est identique a celui de la GGR excepté pour la
reconnaissance initiale du dommage (Figure 20). En effet, le signal aboutissant au
recrutement de la machinerie de la TCR n’est pas encore connu mais il semble que ce soit
I'ARN Pol 1II elle-méme bloquée au niveau d'une lésion. Le produit du géne CSB (protéine
dont les mutations du géne sont responsables du syndrome de Cockayne) reconnait ' ARN Pol
IT arrétée et recrute la machinerie de réparation. Il a ét¢é montré que la CSA et la CSB

pouvaient avoir un role dans 1'ubiquitination de 'ARN Pol II aprés exposition a des radiations

90



Exposé bibliographique Chapitre I : La peau

UV ou au cis-platine (Bregman et al., 1996), suggérant ainsi le role probable de cette
ubiquitination dans la TCR qui favoriserait le recrutement des autres facteurs de la réparation.
La CSB ne posseéde pas d'activité hélicase (Selby et Sancar A, 1997) et n'est pas capable de
déplacer I'ARN Pol II (van Hoffen er al., 1999) ce qui implique que d’autres protéines

interviennent dans ce systéme.
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Figure 20. Schéma de la réparation par excision de nucléotides indiquant les
voies de la réparation globale (GGR) et de la réparation couplée a la transcription
(TCR) accompagnées par quelques protéines clé. CSA et CSB : Cockayne Syndrome
A et B, ERCC1 : Excision Repair Cross-Complementing 1 protein, hHR23B : human
homologue of RAD23, pol &/€ : ADN polymérases d ou €, RPA : replication protein
A, TFIIH: transcription factor Il H, XP : xeroderma pigmentosum.
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7.7.2. Importance physiopathologique des systémes de réparation

La réparation NER implique environ 40 genes, parmi lesquels il en existe une
douzaine dont I’inactivation est associée a des pathologies humaines. Ces maladies incluent le
xeroderma pigmentosum (XP), le syndrome de Cockayne (CS), la trichothiodystrophie
(TTD), le syndrome cérebro-oculo-facial (COFS) et le syndrome de sensibilit¢ aux UV
(Friedberg, 2001 ; Lehmann, 2003). Une hétérogénéité génétique a été révélée chez les
patients en se basant sur les études de la réparation de ’ADN dans les cellules hybrides
somatiques obtenues par fusion de cellules provenant de différents malades (ou études de
complémentation fonctionnelle). Ainsi les déficits XP ont été classés en huit groupes de
complémentation génétique (A a G et XP-variant) (Scharer, 2008). Les cellules de patients CS
ont ¢été classées en cinq groupes de complémentation génétique. Les groupes CSA et CSB
comprennent les patients ne présentant que les symptomes du CS (Tanaka ez al., 1981). Les
patients XP également atteints des symptomes CS appartiennent aux groupes XPB, XPD ou
XPG (Lehmann et al., 1993). Les cellules des patients TTD photosensibles ont été classées en
trois groupes de complémentation : TTDA (un seul patient), TTD/XPB (deux patients) et
TTD/XPD (la majorité des patientes TTD photosensibles) (Stefanini et al., 1993a ; Stefanini
et al., 1993b ; Weeda et al., 1997). Ces maladies ont des signes offrant un chevauchement
complexe entre elles: cancers multiples, retard de développement, anomalies
immunologiques, neurodégénérescence cérébrale ou rétinienne et vieillissement prématuré

(Moriwaki et Kraemer, 2001).

7.7.2.1. Xeroderma pigmentosum (XP)

Le xeroderma pigmentosum est une maladie rare transmise de fagcon autosomique
récessive caractéris€e par une photosensibilité sévere, des changements pigmentaires, un
vieillissement prématuré de la peau et le développement de tumeurs cutanées (Figure 21).
Bien que le XP soit tres rare, la nature du défaut intrinséque est d'un grand intérét scientifique.
I1 est important de signaler que la peau des patients XP est normale, mais la plupart d’entre
eux présentent une sensibilité accrue au soleil. L exposition répétée conduit a des cancers
cutanés, avec une fréquence accrue x1000. Prés de 45% des patients développent des
néoplasmes cutanés a un age médian de 8 ans. Des tumeurs apparaissent, sous forme bénigne

dans un premier temps, mais dégénerent assez rapidement. Elles concernent le plus souvent le
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visage et les autres parties du corps exposées au soleil (Daya-Grosjean et sarasin, 2005). Ces
cancers sont de trois types :
e carcinome basocellulaires (BCC) qui a une malignité essentiellement locale,
e carcinome spinocellulaire (SCC) susceptible de métastaser (métastases ganglionnaires
et profondes),

e mélanome a risque métastatique lymphatique et sanguin élevé.

Les patients XP développent également avec une fréquence élevée des tumeurs
internes. Ces tumeurs internes sont localisées au niveau du cerveau et de la cavité buccale

(Kraemer, 1984).

Les Iésions oculaires sont fréquentes (Vaillant er al., 1979 ; Mouly et al., 1980 ;
Kraemer et al., 1987), elles touchent principalement les zones photoexposées, les paupicéres, la
conjonctive et la cornée. De plus, les patients XP présentent des anomalies du systéme
immunitaire. Ces anomalies semblent associées aux XP classiques et n’affectent que
faiblement le XP variant. Certaines anomalies seraient liées a 1’exposition solaire et d’autres
liées au défaut de réparation par excision de nucléotide (dans les lymphocytes périphériques).
Presque tous les patients du groupe A et certains patients du groupe D présentent des troubles
neurologiques. Cependant, certains patients du groupe G et du groupe C peuvent aussi
présenter des signes de neurodégénérence asymptomatique (Robbins er al.,, 1991 ; Robbins et
al., 1993). Les affections neurologiques concernent notamment une baisse des capacités
intellectuelles, une activité motrice anormale, une aréflexie, une audition diminuée, une

diction anormale (Robbins et al., 1991).
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Figure 21. Une photo d'une patiente de XP montrant de nombreuses lésions
pigmentées de taille variable.
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7.8. Apoptose

7.8.1. Généralité

Les organismes vivants ont adapté un processus par lequel ils peuvent éliminer les
cellules endommagées (en acquérant plusieurs mutations ou dommages induits par des stress).
Ce processus nommé apoptose est une mort cellulaire programmée caractérisée par des
changements morphologiques distincts qui comprennent : arrondissement des cellules,
bourgeonnement de la membrane, démontage du cytosquelette, condensation de la chromatine
et fragmentation de 'ADN (Kroemer et al., 2009). Ces altérations dramatiques cellulaires,
permettent lI'emballage de la cellule morte et son ingestion ultérieure par les phagocytes.
L’apoptose peut étre attribuée a l'action des caspases, une famille de protéases a cystéine
(cysteinyl aspartate-directed proteases) qui clivent un large éventail de protéines cellulaires

(Luthi et Martin, 2007).

L’apoptose est completement différente de la nécrose causée par des enzymes
spéciales, produites par les lysosomes. La cassure de la membrane plasmique qui en résulte
conduit a la libération du contenu cytoplasmique dans le milieu extérieur. La nécrose est
accompagnée habituellement d'une réponse inflammatoire (présence de lymphocytes et de
macrophages) (Figure 22). Cependant certains résultats récents suggerent que la nécrose peut

aussi €tre un processus programmeé, au moins dans les conditions in vitro (Bizik et al., 2004).
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Figure 22. Représentation des événements associés a I’apoptose ou a la nécrose
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Les acteurs moléculaires de 1’apoptose sont :
e Les récepteurs membranaires « de mort »,
e Les protéines cytoplasmiques : les caspases, I’Apaf-1, I'IAP (protéine régulatrice des
caspases) et cFLIP (protéine régulatrice de la voie extrinséque),
e Les protéines mitochondriales : le cytochrome c, les protéines régulatrices des IAP
(Smac/DIABLO, Omi/HtrA2) et les protéines pro-apoptotiques (AIF et endoG),
e Les protéines de la famille Bcl-2,

e La protéine p53

On distingue deux grandes voies de signalisation aboutissant a I’apoptose. La
premicre, appelée voie intrinséque, met en jeu la mitochondrie qui occupe une place centrale
dans les mécanismes de I’apoptose. La deuxiéme voie est initiée a la surface de la cellule par

des récepteurs membranaires, c’est la voie extrinséque ou voie des récepteurs de mort.

7.8.2. Apoptose UV-induite

Le mécanisme de l'apoptose dans les kératinocytes en réponse aux UV passe par les
deux voies de la mort cellulaire, intrinséque et extrinséque, qui sont particuliérement régulées
par des MAPK et p53 (Figure 23). Les MAPK sont activées différemment, par exemple ERK
est activée en réponse a de multiples stimuli mitogenes, alors que les JNK et p38 sont activés
par le stress de I'environnement, en particulier les UV (Chang et Karin, 2001). Les dommages
de ’ADN semblent étre une cause de l'activation soutenue des MAPK (Christmann et al.,
2007). Les INK et p38 contribuent de fagon critique a I'apoptose induite par les UV. Ainsi, la
perturbation ou la dérégulation de JNK et de p38 peuvent avoir des conséquences graves sur
la peau en mettant fin a des réactions de stress. Des études basées sur la modification des
genes ont révélé que la JNK est requise pour 'apoptose induite par les UV (Tournier et al.,
2000). Un traitement avec un inhibiteur de p38 (SB202190) empéche la formation de cellules

«sunburn» sur la peau des souris (Hildesheim et al., 2004).

JNK et p38 peuvent activer directement les protéines pro-apoptotiques (Bcl-2) afin
d’induire la voie apoptotique mitochondriale (Lei et Davis, 2003 ; Wang et al., 2009) ce qui
conduit a I’activation des caspases-3 et -9. La voie apoptotique la plus connue, induite par les
UV, semble étre produite par la phosphorylation de p53 suite a 1’activation de JNK et p38

(Shimada et al., 2003). L’activation de p53 entraine la transcription de nombreux genes, tels
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que ceux codant pour les enzymes de la réparation, l'inhibiteur du cycle cellulaire p21, les
récepteurs de mort (CD95, les récepteurs de TRAIL et les protéines Bcl-2 pro-apoptotiques
comme Bax, Bid, Noxa, et PUMA) (Hofseth et al., 2004).

En conclusion, l'activation de p53 résulte de la stimulation de la réparation suivie de
I’arrét de la prolifération cellulaire. Dans le cas de dommages soutenus de 1'ADN, p53

déclenche a la fois les voies apoptotiques extrinséques et intrinseques.
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Figure 23. Signalisation apoptotique induite par les UV
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7.9. Photoprotection par adaptation naturelle

7.9.1. Pigmentation

La pigmentation est un moyen de protection naturelle de la peau contre les
rayonnements UV, la photo-cancérogenese cutanée et le photovieillissement. Les effets
néfastes provoqués par le soleil sont arrétés par une barriére constituée par I’accumulation de
mélanine qui est synthétisée au sein des mélanocytes, eux-mémes présents dans les
mélanosomes. La production de mélanine est le résultat d’un réseau complexe impliquant
trois facteurs paracrines sécrétés par les kératinocytes: o-MSH (o-melanocyte specific
hormone) codée par le géne de la pro-opiomélanocortine (POMC), I’endothéline et le FGF-2,
mais aussi les récepteurs spécifiques de ces facteurs, respectivement : MC1R (melanocortin 1
receptor), EDNRB (endothelin receptor type B) et récepteur tyrosine kinase (Corre et
Galibert, 2006). Ce réseau implique également plusieurs facteurs de transcription (Mitf et
USF-1) ainsi que des geénes impliqués directement dans la synthése du pigment (tyrosinase,
TRP-1 et Dct) (Kadekaro et al., 2003). Alors que le facteur de transcription Mitf intervient
dans la pigmentation constitutive (Busca et Ballotti, 2000), le facteur de transcription USF-1,
phosphorylé par la kinase p38 en réponse au stress UV, est impliqué dans la réponse
pigmentaire (Figure 24) (Galibert et al., 2001 ; Corre et al., 2004). USF-1 augmente
I’expression des geénes de la pigmentation (POMC, MCIR et tyrosinase) en réponse a une
stimulation par les UV (Galibert et al., 2001 ; Corre et al., 2004). Ainsi, les mélanocytes USF-
17" préparés a partir des souris knock-out en USF-1 ne répondent plus aux stimulations UV.
Enfin, différentes boucles d’amplification, faisant intervenir la kinase p38 et le facteur de
transcription USF-1, permettent d’augmenter le processus de pigmentation pour une

protection efficace de la peau.
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Figure 24. Voies principales de la pigmentation de la peau (d’aprés Corre et Galibert
2006).

99



Exposé bibliographique Chapitre II : Le facteur de transcription HIF-1o

Chapitre II : Le facteur de transcription HIF-1o

1. Hypoxie, situation ou intervient le facteur HIF-1

L'hypoxie est le terme attribué a la diminution de la concentration de 1'oxygeéne en
dessous d'un seuil critique, ce qui a pour conséquence, une modification ou altération des

cellules, tissus ou organes (Hockel et Vaupel, 2001).

L'hypoxie peut étre causée par une réduction de l'approvisionnement en oxygene (par
exemple en altitude) ou par une interruption du flux sanguin vers une région donnée.
Beaucoup de tumeurs solides contiennent des régions hypoxiques, en raison de l'incapacité de
la vascularisation locale a fournir suffisamment d'oxygéne a la tumeur (Pouyssegur et al,

2000).

L'hypoxie a également un role important et bénéfique dans la physiologie des
mammiferes. Les conditions hypoxiques ont un réle crucial dans l'embryogenése. Au niveau
cellulaire, la réponse a I'hypoxie comprend un changement du métabolisme aérobie en
glycolyse anaérobie et l'expression de protéines de stress qui régulent la survie ou la mort

cellulaire. Dans les tissus, la diminution de I’oxygeéne induit I’érythropoiése et I'angiogenése.

HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1) est le régulateur majeur de la réponse a 1’hypoxie
avec l’activation de la transcription de plusieurs centaines de génes impliqués dans des
fonctions cellulaires aussi variées que la survie cellulaire, I’adhésion, la prolifération,
I'apoptose, l'angiogenese et la glycolyse (Semenza et Wang, 1992) (Figure 25). HIF-1
contribue également a la croissance des tumeurs (Semenza, 2004). Sa participation dans les
physiopathologies telles que 1'ischémie ou le cancer ainsi que potentiel en tant que cible
thérapeutique ont suscité beaucoup d'intérét pour la compréhension de sa régulation (Welsh

SJ et al., 2006).

L’identification d’HIF-1 a été réalisée par la découverte d'un élément de réponse a
I'hypoxie (HRE; 5°’-RCGTG-3") dans la séquence enhancer en position 3’ non codante du
géne de l'érythropoiétine (la cytokine principale pour la production de globules rouges

surexprimée en conditions hypoxiques) (Goldberg ef al., 1988 ; Semenza et al., 1991).

100



Exposé bibliographique Chapitre II : Le facteur de transcription HIF-1o

an
TGF-o \ / Qmﬁﬁhym 9
TGF-p3 \ !/
Cell survival % /' /| Regulation of HIF-1 activity
ADM N { / / passi
EPO "‘,\ ,-" / / L
g-zam ‘\.‘x f-'f ,.-f; #;' Epiﬂ'mnlalrtl hft;rlnm
IGF-BF2 \ / / Intestinal trefoil factor

ngGF ! ;f ,ff Kﬁ.}\.ﬁ ‘\\ Eﬂmﬁmﬂm?
5 Vi
HTEFWBG / h M+MWE&uu}

Figure 25. Les génes cibles d’HIF-10. D’apreés Semenza, 2003
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2. Structure de HIF-1

Le facteur de transcription HIF-1 est un hétérodimere composé d’une sous-unité¢ HIF-
lo régulatrice et d’une seconde HIF-10, aussi appelé Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator (ARNT), constitutivement exprimée (Goldberg et al., 1988). HIF-1 se lie a la
séquence HRE contenue dans le promoteur des génes cibles, initiant ainsi leur transactivation

et une réponse adaptative a I’hypoxie (Michel et al., 2000).

Le géne humain codant pour HIF-1a est localisé sur le chromosome 14 (14q21-q24),

tandis que celui qui code pour HIF-1f est localisé sur le chromosome 1 (1q21) (Dery et al.,

2004).

HIF-1a. (826 acides aminés) et HIF-1B (789 acides aminés) se partagent deux
domaines bHLH (base helix-loop-helix) et PAS (acronyme référant aux premicres protéines,
PER, ARNT, SIM, dans laquelle ce motif a été identifi¢) (Jiang et al., 1996). Les interactions
entre les domaines HLH et PAS régulent la dimérisation des deux sous-unités ainsi que leurs
interactions avec la séquence HRE de ’ADN (Michel et al., 2000). La protéine HIF-1a
contient également deux domaines de transactivation (TAD). Le domaine N-TAD correspond
a la région N-terminale (NAD) située entre les acides aminés 531 et 575, tandis que le
domaine C-TAD correspond a la région C-terminale (CAD) située entre les acides aminés 786
et 826. Les fonctions principales de ces deux domaines sont de recruter les protéines co-
activatrices, qui sont nécessaires a l'activation transcriptionnelle des génes cibles de HIF-1aL.
Ces domaines sont également importants dans les modifications post-traductionnelles que
HIF-1av subit telle que I’hydroxylation, la phosphorylation, et 1’acétylation (Bruick et
McKnight, 2001 ; Jeong et al., 2002). La stabilit¢ de HIF-1o est régulée par le domaine ODD
(oxygen-dependent domain) situé entre les acides aminé¢ 401 et 608, en fonction de la
concentration d’O; (Huang et al., 1998 ; Pugh et al., 1997). Deux séquences PEST (séquence
riche en proline, acide glutamique, sérine ou thréonine qui se trouve dans plusieurs protéines
ayant une durée de vie courte) composées de 20 acides aminés ont été¢ décrites pour HIF-1a,
mais ne semblent pas étre impliquées de fagon claire dans la stabilité de cette protéine. Enfin
deux séquences de localisation nucléaires (NLS, nuclear localisation sequence) ont été
trouvées, une dans le domaine CAD (NLS-C) et une autre dans le domaine NAD (NLS-N)
(Lee et al., 2004 ; Brahimi-Horn et al., 2005) (Figure 26).
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La protéine HIF-1f contient un domaine CAD en plus des domaines bHLH et PAS
déja cités (Figure 26).

HIF-1a o - o
| | I
ahm,n”l A r‘_FA‘s_i B “ !az Ia ’a’
S T T I O Iy 8 18
o Mampl _
i SRO-1etRe1
Domadnes wr
:0‘::":::: s mn — LXXLAP—
deHIF lc
HNEY CHBESRC-L et Hel-1
HIF-13/ARNT
| |E| 'ruu.nl | A t_l’:ﬂs‘ B l l f‘““"4
BT $ 2
-~ @m = = = 4 ~ - 3 .

Figure 26. Schéma représentant la structure de HIF-1. bHLH : basic helix-loop-helix, ODD :
oxygen dependent degradation motif, LXXLAP : motif conservé de C. elegans a ’homme, et
reconnu par la HIF-proline hydroxylase, pVHL : protéine von Hippel Lindau, PAS : Per, Arnt,
Sim motif, NAD et CAD : domaines de transactivation N- et C-terminal, NLS : séquence de
localisation nucléaire.

2.1. Isoformes de HIF-1o

A ce jour, trois isoformes d’HIF-o ont été décrites (HIF-1o, HIF-20 et HIF-3ct),
chacune pouvant se dimériser avec HIF-1f. L’expression de HIF-1a. est ubiquitaire, alors que
HIF-20. possede une expression tissulaire-spécifique (I'endothélium, le rein, le poumon, le
ceeur et l'intestin gréle) (Loboda et al., 2010). HIF-3o est exprimé par plusieurs tissus : le

thymus adulte, le poumon, le cerveau, le cceur et le rein (Gu et al., 1998).
Cingq isoformes de HIF-1a ont été distingués (Figure 27).

e HIF-10'" est identique au type sauvage excepté pour les trois bases TAG entre

les exons 1 et 2.
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. HIF-10"*® ne posséde pas 1’exon 14, et par conséquent le domaine C-terminal.
Les isoformes HIF-1a"™" et HIF-1a”*° possédent une activité transcriptionnelle et
peuvent activer le promoteur du VEGF dans les conditions hypoxiques (Gothie et al.,
2000).

. HIF-10>" (ou HIF-10Z) et HIF-10°'®, contrairement a HIF-1o™" et HIF-1a"°,
fonctionnent comme des dominants négatifs de HIF-la. L’isoforme HIF-1oZ ne
posséde pas l'exon 12 et HIF-1a’'® est dépourvu des exons 11 et 12 (Chun ez al., 2001
; Chun et al., 2002).

785 Elle contient tous les

. L’isoforme la plus récemment identifiée est HIF-1a

domaines fonctionnels mais est privé d’exon 11 (Chun et al., 2003).

Il faut noter que le role de ces différentes isoformes reste a ce jour inconnu. De plus,
un transcrit antisens de HIF-1o (cHIF) a été¢ découvert dans un grand nombre de tissus et de
tumeurs qui I’expriment de manicre constitutive (Thrash-Bingham et Tartof, 1999 ; Uchida et
al., 2004). Ce transcrit, formé d’une séquence complémentaire de ’ARNm de HIF-1q,
posséde des séquences HRE au sein de son promoteur (Rossignol et al, 2002). Il a été

suggéré que ce transcrit était capable de réguler I’expression de HIF-1o selon un rétrocontrole

négatif (negative feedback loop).

HIF-3a possede cinq isoformes différentes issues d'épissages alternatifs qui peuvent
fonctionner comme des inhibiteurs de HIF-1o (Liu et al., 1992). HIF-3a. et ces isoformes sont

encore peu étudiés.
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Figure 27. Les isoformes de HIF-1q, 20 et -30.. bHLH : basic helix-loop-helix, PAS :
Per, Arnt, Sim motif, ODD : oxygen dependent degradation motif, CAD : domaines de
transactivation C-terminal.
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3. Régulation de HIF-1o

La protéine HIF-1o a une demi-vie courte (& peu prét 5 mn), son régulateur majeur est
I'oxygeéne (Salceda et Caro, 1997). Au cours de I'hypoxie, HIF-1a. est stabilisé et transloqué
du cytoplasme vers le noyau, ou il forme un complexe avec HIF-1P qui va activer les génes
cibles (Huang et al., 1996a ; Kallio et al., 1997). Il est maintenant admis que HIF-1o peut

aussi étre régulé par des mécanismes indépendants de I’oxygéne.
3.1. Régulation O, dépendante
3.1.1. Hydroxylation

En présence d’oxygene, HIF-1a. est hydroxylé sur des prolines spécifiques et des
résidus asparagines par des enzymes qui nécessitent comme facteurs 1’0, le Fe (1) et le 2-
oxoglutarate (Schofield et Zhang, 1999 ; McNeil et al., 2002). Quatre hydroxylases ont été
décrites comme reconnaissant HIF-lo: (i) trois prolyl-4-hydroxylase (PHDI1-3), qui
modifient les résidus de proline Pro402 et Pro564 chez 1I’homme, et (i) FIH-1 (factor
inhibiting HIF-1) qui modifie 1’asparagine 803 (Asn803) (Walmsley et al, 2008). Les
prolines 402 et 564 sont situées dans le domaine ODD, tandis que I’Asn803 est située dans le

domaine C-TAD de HIF-1a (Figure 28).

Berra a récemment démontré, que 1’inhibition de PHD2 en normoxie par la technique
d’ARN interférant (siRNA) permettait de stabiliser HIF-1o. mais qu’en revanche, les siRNA
dirigés contre PHD1 ou 3 n’entrainent pas la stabilisation dans les mémes conditions. En
conséquence, le PHD2 serait 1’enzyme possédant la plus haute spécificité pour I'hydroxylation
de HIF-1ow (Stiehl et al., 2006). Ces PHD ont une activit¢é optimale fonction de la
concentration en dioxygéne, Fe*" et 2-oxoglutarate. Une diminution d’un de ces facteurs ou
d’autres conditions telles que le traitement avec le CoCl; ou la déféroxamine (DFO) empéche

les PHD d’hydroxyler HIF-1q.

Une fois que HIF-1a est hydroxylé sur les deux prolines, il peut étre reconnu par le
suppresseur de tumeur pVHL (von Hippel-Lindau). Le pVHL par son activité E3 ubiquitine
ligase va diriger I’ubiqutinylation de HIF-1o et sa dégradation par le protéasome (Figure 28).
La perte ou la mutation de pVHL, in vivo, stabilise la protéine HIF-1a en normoxie et peut

conduire au syndrome de VHL et a des cancers héréditaires (Cockman et al., 2000 ; Kamura
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et al., 2000 ; Krieg et al., 2000 ; Ohh et al., 2000). Les mutations inactivant VHL dans les
lignées cellulaires du cancer du rein montrent une surexpression de HIF-low en normoxie
(Maxwell et al., 1999). En normoxie, HIF-lo. peut aussi subir une hydroxylation sur
I’asparagine 803 située dans le domaine C-TAD par FIH-1 (factor inhibitting HIF-1a).
L’hydroxylation de ce domaine empéche I’interaction de HIF-1a avec ses co-activateurs tels
que les p300/CBP ce qui inhibe ainsi l'activité transcriptionnelle de HIF-1 (Lando er al,
2002). FIH-1 n’influence pas la stabilit¢ de HIF-low (Safran et Kaelin, 2003) et son
hydroxylation, comme pour PHD, ne se fait qu’en normoxie. En revanche, I’hypoxie aboutit a

’activité transcriptionnelle de HIF-1oL.
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Figure 28. Régulation de HIF-1a dépendante d’0,. En normoxie, HIF-lo est
rapidement dégradé par le protéasome apres avoir été ubiquitinylé par pVHL. Ce dernier
reconnait HIF-1o aprés son hydroxylation sur les prolines P403 et P564 par les PHD. En
hypoxie, HIF-1o est stable et transloqué dans le noyau ou il se dimérise avec HIF-1P. Le
complexe ainsi formé recrute les cofacteurs tels que p300/CBP et conduit a ’activation
des génes cibles en se fixant sur les HRE de ces derniers.
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3.2. Régulation O, indépendante

Un faisceau d’argument montre actuellement que l'activation de HIF-1 n'est pas un
processus «tout ou rien» limité aux conditions hypoxiques. L’expression de ’ARNm et la
synthése de HIF-lo ainsi que son activité transcriptionnelle sont également régulées en
présence d’oxygene par divers mécanismes tels que 1’acétylation, la phosphorylation, la

SUMOylation et la S-nitrosation (Figure 29).

3.2.1. Acétylation

L’acétylation des histones est largement liée a l'activation transcriptionnelle et la
désacétylation a la répression de la transcription (Carrozza et al., 2003 ; Kouzarides, 2000).
En plus de la modification des histones, un grand nombre de protéines sont connues pour étre
acétylées (par exemple : p53, p73 et c-Myb). Le résidu lysine 532 (Lys532) situé¢ dans le
domaine ODD de HIF-la est acétylé par une acétyltransférase nommé ARD-1 (ARrest
Defective-1 protein) (Jeong et al., 2002). L'acétylation de la Lys532 favorise l'interaction de
HIF-1ow avec pVHL et déstabilise ainsi HIF-1. La mutation de cette lysine conduit a une
stabilité accrue de HIF-1o (Tanimoto et al., 2000). En outre, le maintien ou l'augmentation
artificielle de [I'état acétylé de HIF-lo. par l'acide butyrique (un inhibiteur globale de
désacétylases) provoque une diminution de la protéine HIF-low (Kim er al, 2001). Etant
donné que l'activité des acétyltransférases n'est pas influencée par 1'oxygene, I’ARD1 est donc
capable d’acétyler HIF-1a. en normoxie et en hypoxie. L’expression de I’ARNm et de la
protéine ARD-1 diminue au cours de 1’hypoxie, ce qui provoque moins d’acétylation de HIF-

low qu’en normoxie (Jeong et al., 2002).

3.2.2. Phosphorylation

La phosphorylation est cruciale dans le controle de 1’activit¢é des protéines. La
phosphorylation directe de HIF-1 a été observée aussi bien en hypoxie qu’en normoxie.
L'activation des voies PI3K et P42/P44 MAPK est suivie par la syntheése protéique de HIF-
1o et le renforcement de son activité transcriptionnelle (Bernardi et al., 2006 ; Richard et al.,
1999). 11 a été démontré que les kinases p38 et p42/44 sont capables de phosphoryler HIF-1a
in vitro ainsi que in vivo (Middleton et al., 2000 ; Theodoropoulos et al., 2004). La
phosphorylation de HIF méne a son activation et finalement a la transcription des genes cibles

tels I'érythropoiétine et VEGF et son inhibition par des inhibiteurs de p38 et p42/44 bloque, au
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contraire, leur expression (Triantafyllou e al., 2007). La transfection des formes actives de
p42/44 kinase stimule l'activité transcriptionnelle de HIF-lo mais elle n’affecte pas sa
stabilité. La surexpression de HIF-1a par la voie ERK 1/2 est observée en hypoxie (Minet et
al., 2001). A I'inverse, la surexpression de p38 kinase en aval des kinases MKK3 et MKK6

(en hypoxie ou en normoxie) conduit a la stabilisation de HIF-1o (Kietzmann et al., 2003).

Plusieurs études ont montré que les UV combinés a l'hypoxie peuvent activer la
cascade de signalisation MAPK incluant les voies ERK, p38 MAPK et JNK (Kietzmann et
Gorlach, 2005 ; Michiels et al., 2002 ; Bode et Dong, 2003 ; Gerald ef al., 2004). Rezvani et
collaborateurs (2007) ont montré que 1’inhibition des voies p38 MAPK et JNK dans les
kératinocytes avant I’irradiation UVB empéche la surexpression de HIF-1o dans ses formes
phosphorylée et non phoshorylée. Dans cette étude, les kératinocytes non irradiés et traités
avec des inhibiteurs de p38 ou de JNK possédent une quantité plus faible de HIF-1a
phosphorylé en comparaison avec des cellules non traitées. Ces résultats suggerent que les
deux kinases sont aussi impliquées dans la phosphorylation de HIF-1a.. Le role clé des ROS
dans la stabilisation de HIF-1a, grace a l'activation des MAPK en hypoxie (Bell et al., 2005 ;
Kwon et al., 2005) ou en normoxie (Kietzmann et Gorlach, 2005 ; Michiels et al., 2002 ;
Semenza, 1999 ; Gerald et al., 2004), a également ¢été démontré. D’autres données prouvent
que les UVB stimulent les voies JNK, p38 et ERK (Bode et Dong, 2003) et que les ROS
induits par les UVB sont impliquées dans l'activation de voies de MAPK (Assefa et al., 2005).
Ces résultats sont confirmés par Rezvani et collaborateurs (2007). En effet, 1'activation des
ROS par des JNK et p38 MAPK aprés lirradiation UVB est importante pour la
phosphorylation et I'accumulation de HIF-1o (Figure 31).

3.2.3. SUMOylation

La SUMOylation est une modification post-traductionnelle qui consiste a ajouter la
protéine SUMO (small ubiquitin-related modifier) a des protéines cibles. La cascade
enzymatique de la SUMOylation, similaire a celle de I'ubiquitination, conduit a la fixation du
groupement SUMO a des résidus lysine. L'effet de la SUMOylation sur la fonction HIF-1a
est encore controversé. Une étude a montré que la SUMOylation renforce la stabilit¢ de HIF-
1o ainsi que I’augmentation de son activité transcriptionnelle (Bae et al., 2004). Une autre
¢tude confirmant cette théorie a montré que la protéine identifiée récemment RSUME (RWD-

containing sumoylation enhancer) induite par des conditions hypoxiques conduit a la
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SUMOylation de HIF-low aboutissant a sa stabilisation et favorisant ainsi son activité
transcriptionnelle (Carbia-Nagashima et al., 2007). Une étude utilisant une approche siRNA
contredit les deux précédentes en démontrant que la SUMOylation de HIF-1a ne modifie pas

sa stabilité mais aboutit & une diminution de son activité transcriptionnelle (Berta et al., 2007).

3.2.4. S-nitrosation

La S-nitrosation a également été décrite comme un mécanisme régulant HIF-1a.. La
nitrosation de Cys800 par le NO (exogene et endogene) stimule I’interaction entre HIF-1o et
la protéine p300 ce qui induit ’augmentation de son activité transcriptionnelle (Sumbayev et
al., 2003 ; Yasinska et Sumbayev, 2003). D'autre part, une autre étude suggere que le NO
inhibe l'accumulation de HIF-1oa dans les conditions hypoxiques (Kozhukhar et al., 2006).
Cet effet peut €tre expliqué par différents mécanismes : la redistribution de I'oxygéne
intracellulaire qui est important pour la fonction des PHD et 1’augmentation de la

concentration de 2-oxoglutarate et du fer cytosolique (Sumbayev et Yasinska, 2006).

L’expression de I’ARNm, la synthése protéique et I’activité transcriptionnelle de HIF-
lo sont également induites en normoxie par divers stimuli comme des facteurs de croissance
(PDGF, EGF, HGF), des oncogénes (v-Src, RasV12, Her2/neu, Akt) et des facteurs
d'inflammation (IL-1B, TNF-o, NO) (Metzen et Ratcliffe, 2004). Ces facteurs induisent la
liaison a I'ADN et I’expression de HIF-1q., et par conséquent 1’expression des genes cibles en

normoxie ou en hypoxie.
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Figure 29. Modifications post-traductionnelles de HIF-1o. L’hydroxylation par
PHD (prolyl hydroxylase) et aussi I’acétylation par ARD-1 (ARrest Defective-1 protein)
aboutissent a 1’augmentation de 1’interaction entre HIF-1ow et pVHL et par conséquent
entrainent 1’ubiquitination et la dégradation de HIF-lo. L’activité transactivatrice de
HIF-1o est réduite via hydroxylation par FIH-1 (Factor Inhibiting HIF-1) mais aussi via
la SUMOylation. L’activité transactivatrice de HIF-low est augmentée via la
phosphorylation par les MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) mais aussi via la S-
nitrosation par NO. C : Cyctéine, L : Lysine, N : Asparagine, P : proline, S : Sérine, T :
Thréonine, Ty : Tyrosine.

Les génes suppresseurs de tumeur tels que p53 et PTEN (un antagoniste de PI-3K)
influencent les niveaux d’expression et les fonctions de HIF-1o.. En hypoxie, la p53 est
impliquée dans l'inhibition de l'activité de HIF-1a (Perkins ef al,, 1996) et I’induction des
inhibiteurs de 1'angiogenése comme la thrombospondine-1 (Dameron et al., 1994). La perte de
pS3 quant a elle, peut induire une accumulation de HIF-lo. en hypoxie et augmenter
l'expression des ces génes cibles (par exemple, VEGF) (Bouvet et al., 1998). Le mécanisme
par lequel p53 affecte 1’activité transactivatrice de HIF-1ow est la compétition pour p300

(Schmid et al., 2004).
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La perte de la fonction de PTEN aboutit a une augmentation de I'expression des genes
cibles de HIF-1a (Zundel er al., 2000) tandis que la restauration de PTEN peut inhiber
l'expression de HIF-1a (Jiang et al., 2001). D'autres protéines sont connues pour affecter la
stabilit¢ de HIF-1o. L’oncogeéne E3 ligase MDM2 (Murine Double Minute 2) est impliqué
dans l'ubiquitination de HIF-1aw en mode p53-dépendante (Treins et al., 2002). Par ailleurs,
I’augmentation de I’expression de HIF-1at en normoxie serait également dépendante de la
production des ROS (Kietzmann et Gorlach, 2005). L’induction de HIF-1oa en réponse a la
stimulation des cellules par les facteurs de croissance en conditions de normoxie est différente

de celle dépendante de 1’hypoxie par deux aspects (Semenza, 2003) :

1- L’hypoxie induit I’augmentation de HIF-1o dans toutes les cellules alors que les
facteurs de croissances stimulent HIF-1a en fonction du type cellulaire,

2- L’augmentation de HIF-1o en hypoxie est due a la stabilisation de la protéine et a
la diminution de sa dégradation alors que la régulation de HIF-la suite a la

stimulation par les facteurs de croissance se fait au niveau de I’expression de

’ARNm.

3.3. Cofacteurs impliqués dans la régulation de HIF-1o

Il a été¢ montré que le complexe p300/CBP est capable de se lier au domaine C-TAD
de HIF-1ow et d’activer la transactivation du geéne cible (Manolescu et al, 2009). Cette
interaction est favorisée par les inhibiteurs d’hydroxylase ou par la S-nitrosation de la Cys
800 de HIF-la. De plus, la phosphorylation de HIF-1ow ou de p300 peut faciliter cette
interaction (Sang et al., 2003). D’autres cofacteurs peuvent s’associer a p300 et HIF-1o
comme SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator-1) et TIF2 (transcription intermediary factor
2). Ces deux facteurs en interagissant avec HIF-la. vont augmenter son potentiel de
transactivation de manicre synergique avec p300 (Carrero et al., 2000). Un autre coactivateur
capable de se lier a p300 est le facteur de transcription HNF-4 (Hepatocyte Nuclear Factor 4)
qui interagit avec p300 et HIF-1a en réponse a I’hypoxie (Vo et Goodman, 2001 ; Bunn et al.,
1998). La protéine chaperonne Hsp90 a été identifiée comme un cofacteur de HIF-1o régulant
sa stabilité en normoxie et en hypoxie (Chan et al., 2002 ; Isaacs et al., 2002 ; Katschinski et
al., 2002). Le facteur HPTF (HIF-1« proteasome targeting factor) est aussi un facteur

impliqué dans la dégradation de HIF-1o. Il fonctionne selon un mécanisme de régulation par
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rétrocontrole de la dégradation de HIF-1o analogue a celui du couple p5S3/MDM?2 (Berra et
al., 2001) (Figure 30). HPTF pourrait étre en réalit¢ le capteur de la PHD, mais cette

hypothese reste a démontrer (Brahimi-Horn et al., 2001).

Cytoplasme
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Protéasome
-
.
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Figure 30. Régulation de HIF-1o. par HPTF (HIF-1a proteasome targeting factor). En
condition d’hypoxie, HIF-1o s’accumule et le complexe HIF-1 entraine 1’expression de
genes cibles spécifiques parmi lesquels HPTF. Ce facteur s’accumule en hypoxie et
participe avec pVHL a la dégradation rapide du HIF-lo lors du retour en normoxie.
D’apres Berra et al. 2001.

3.4. Role des ROS dans P’activation de HIF-1o

Le niveau des ROS intracellulaires est paradoxalement augmenté en hypoxie. Les
mitochondries semblent étre la principale source de production de ROS (Guzy et Schumacker,
2006). Les ROS (cytoplasmiques ou mitochondriaux) peuvent réguler HIF-1o par plusieurs

mécanismes (Kietzmann et Gorlach 2005) :
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e La diminution de 1’oxygéne ou la réduction de Fe*" en Fe’* (par ’augmentation des
ROS mitochondriaux) peut conduire a I’inhibition de I’activit¢ de PHD qui aboutit a
I’accumulation de HIF-1q,

e La production des ROS cytoplasmique par la NADPH oxydase conduit a la
dégradation de HIF-1a en normoxie.

e En hypoxie, les ROS mitochondriaux peuvent également activer HIF-1 via I’activation
des composants en amont tels qu’ERK et p38 MAPK. Il a ét¢ démontré que, in vitro
et in vivo, ERK2 activé induit la phosphorylation de HIF-1o. et augmente son activité
transcriptionnelle (Richard et al., 1999). p38 activé par les ROS mitochondriaux
contribue a l'activation de HIF-l1o en inhibant son hydroxylation (Emerling et al.,

2005).

Plusieurs études ont montré que la production des ROS contribue a I’activation de
PI3K-(PKB/Akt) et a I’induction de I'expression de HIF-1o dans les cellules cancéreuses (Liu
et al., 2006 ; Zhou et al., 2007 ; Gao et al., 2002 ; Flugel et al., 2007). 11 a ét¢ montré que
I’addition de H,O, ou d’agents oxydants a HIF-lo purifié inhibe sa liaison a I’ADN.
L’interaction directe entre le domaine C-TAD de HIF-1a et Ref-1 (Redox Factor-1) a été
proposée comme ¢étant le mécanisme responsable (Huang ef al., 1996a). L’autre facteur jouant
un role important dans cette régulation est FIH qui peut étre régulé par les ROS de maniére

semblable aux PHD.

On peut noter que les ROS induits par les UVB sont impliqués dans 'activation des
voies de MAPK (Assefa et al., 2005). Comme il a été mentionné précédemment, ces voies
conduisent a 1’activation de HIF-1o.. En accord avec ces résultats, Rezvani et collaborateurs
(2007) ont constaté que l'activation des ROS suite a I’irradiation UVB est importante pour la
phosphorylation et l'accumulation de HIF-lovia les voies JNK et p38 MAPK. Ils ont
¢galement démontré que l'activation des MAPK a une origine mitochondriale, puisque la
surexpression des enzymes antioxydants cytoplasmiques (catalase et CuZn-SOD) n’affecte
pas la phosphorylation de HIF-lo, JNK et p38 MAPK contrairement aux enzymes
mitochondriales comme Mn-SOD. Il est probable que le signal mitochondrial soit transféré
par un facteur non caractérisé a ce jour. Par ailleurs, ce facteur permet l'induction d'un
activateur commun de JNK et p38 MAPK tel qu’ASK (apoptosis- signaling kinase 1), connu

pour étre activé a la fois par le stress oxydatif et l'irradiation UVB (Assefa ef al., 2005). Par
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conséquent, 1'activation de JNK et p38 MAPK conduit a la phosphorylation et probablement a
la stabilisation de HIF-1c., aboutissant ainsi a son accumulation. Parallélement, I'activation
des MAPK peut entrainer, par l'inactivation de la prolyl hydroxylase, 1’augmentation

renforcée de HIF-1o (Figure 31).

Early response - Late response
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Figure 31. Régulation de P’activité de HIF-1o. par les ROS induits par UV. Les
ROS mitochondriaux induits par les UVB conduisent a 1’activation des voies JNK et
p38 MAPK. Ces derniers induisent la phosphorylation de HIF-1o et sa translocation
dans le noyau afin d’activer les génes cibles en interagissant avec les HRE. MAPK :
mitogen-activated protein kinase, JNK : c-Jun amino-terminal kinases, ASK :
(apoptosis- signaling kinase 1), D’aprés Rezvani et al., 2007.
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4. Role de HIF-10 dans la peau

La peau est un micro-environnement hypoxique (Bedogni ef al. 2005), ce qui suggere
une expression ¢levée de HIF-1a et un role spécifique de ce dernier dans la physiologie de la
peau. En effet, 'importance de HIF-1o dans la peau a été montrée par sa suppression dans les
kératinocytes (Boutin et al., 2008). Cela a permis de constater que I’invalidation de HIF-1o
dans 1’épiderme inhibe la synthese de I'érythropoiétine rénale (EPO) en réponse a I'hypoxie.
L’augmentation de HIF-1a dans la peau peut contribuer a l'expansion vasculaire, et donc a la
modification des flux vasculaires cutanés (Elson et al., 2001 ; Kim et al., 2006). De plus, HIF-
1o est une cible de MITF (Microphthalmia Associated Transcription Factor), un facteur de
transcription spécifique des mélanocytes participant a la survie et au développement des
précurseurs mélanocytaires mais aussi a la croissance et la survie des mélanocytes matures et
des cellules de mélanome (Busca et al. 2005). Le role de HIF-1 dans la peau concerne les
domaines suivants : le cancer et 1’angiogénése tumorale, la cicatrisation, les molécules

d’adhésion (intégrines, laminine et collagénes) et les métalloprotéinases.

4.1. HIF-10, cancer et angiogenese tumorale

Des ¢études ont montré une expression élevée de HIF-1a dans les tumeurs malignes
dérivées des kératinocytes en particulier dans le CSC (Lining et al., 2009). Ces résultats
suggerent que HIF-1a pourrait contribuer a 1’apparition et a la progression des tumeurs dans
les kératinocytes. Par contre, il a aussi ét¢ démontré que la surexpression de HIF-lo est
associée a la survie des patients qui sont atteints de carcinomes épidermoides de la téte, du

cou et du poumon (Nakanishi et al., 2005 ; Beasley et al., 2002).

Selon Bedogni et al. en 2005, HIF-1ow pourrait jouer un role important dans la
transformation des mélanocytes par I’activation d’AKT. Dans cette étude, ils ont montré
qu’AKT est capable de transformer les mélanocytes uniquement dans un environnement
hypoxique, que 1’on trouve dans la peau normale. HIF-low s'avére nécessaire pour la
transformation des mélanocytes (AKT-dépendante) et pour amplifier le potentiel oncogene
d’AKT. L'inhibition de HIF-1o en hypoxie, diminue la croissance tumorale in vivo ainsi que
la capacit¢ d’AKT a transformer les mélanocytes. En revanche, la surexpression de HIF-

lo, en normoxie, permet un développement tumoral plus agressif. Dans les mélanomes, on
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peut observer une induction de 1’expression de I’ARNm de Notchl (protéine importante pour
la communication cellulaire) dépendante de HIF-1a. Cette induction aboutit a I’amplification
de la signalisation de Notchl qui conduit a la transformation des mélanocytes et facilite la
croissance du mélanome (Bedogni et al. en 2008). L’activité¢ Notchl peut étre régulée par FIH

(Zheng et al., 2008).

L’immunohistochimie sur les biopsies de plusieurs tumeurs humaines a révélé une
surexpression de HIF-1a (Zhong et al., 1999 ; Talks et al., 2000). Le niveau élevé de HIF-1a
dans les tumeurs refléte la présence de conditions hypoxiques intratumorales et le fait que de
nombreuses altérations génétiques dans les cellules cancéreuses affectent I’expression de HIF-

lo (Tableau 8).

Variation génétique dans la tumeur | Mécanisme de I’induction de HIF-1c
Perte de fonction de VHL Diminution de 1’ubiquitination
Perte de fonction de p53 Diminution de 1’ubiquitination
Perte de fonction de PTEN Augmentation de synthése
Acivation de la cascade PI3K-AKT-mTOR Augmentation de synthése
Perte de fonction de SDH-B Diminution de I’ubiquitination
Perte de fonction de SDH-C Diminution de ['ubiquitination
Perte de fonction de SDH-D Diminution de 1’ubiquitination
Perte de fonction de FH Diminution de I’ubiquitination
Gain de fonction de SRC Augmentation1 fllfb?alsfgrélzl:iz; diminution de

Tableau 8. Altérations génétiques tumorales et effet sur HIF-1o (d’aprés Hirota K et
Semenza GL, 2006). VHL : von Hippel-Lindau protein; SDH : succinate dehydrogenase;
FH : fumarate hydratase; PTEN : phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome 10; TSC : tuberous sclerosis; PI3K : phosphatidylinositol-3-kinase; AKT :
protein kinase B; mTOR : mammalian target of rapamycin.

La démonstration de 1I’importance de HIF-1a dans la progression des tumeurs a été
clairement établie par I’invalidation des génes codant pour celui-ci dans les cellules ES
(embryonic stem cell) (Ryan et al., 1998 ; Carmeliet et al., 1998). Les tumeurs induites chez la

souris nude par injection de ces cellules ont un déficit de croissance et sont faiblement
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vascularisées contrairement a celles issues des cellules ES HIF-10;"" (Ryan et al., 1998). Bien
que l’effet pro-angiogénique de HIF-lo ait été suggéré comme mécanisme-clé de ces
manifestations, d’autres équipes ont montré que I’augmentation de la croissance des tumeurs
dérivées des cellules ES HIF-1o”" serait liée a I'inhibition de ’apoptose (Carmeliet et al.,
1998). L’effet inductible de HIF-1o sur I’angiogenese et la progression des tumeurs a été
confirmé par I’injection intratumorale d’un plasmide codant pour un antisens de HIF-1o qui
aboutit a la régression des tumeurs et a la diminution de I’expansion vasculaire (Sun et al.,
2003). Néamoins, I’augmentation de HIF-low dans certain types de cancers induit une

mortalité accrue, alors que dans d’autres elle la diminue (Semenza, 2003) (Tableau 9).

Type de tumeur Association
Col utérin (stade précoce) Augmentation de mortalité
Col utérin (radiothérapie, RTX) Augmentation de mortalité
Sein (+ métastase ganglionnaire) Augmentation de mortalité
Oligodendrocytome Augmentation de mortalité
Carcinome oropharyngé (SCC) Augmentation de mortalité
Ovarien Augmentation de mortalité
Endométrial Augmentation de mortalité
Poumon (NSCLC) Diminution de mortalité
Carcinome Téte et Cou SCC Diminution de mortalité
Tableau 9. Effet de I’augmentation d’HIF-1o. dans les cancers humains (d’apres
Semenza 2003). NSCLC: non-small lung cancer; RTX: radiation thérapie; SCC :
Squamous-cell carcinoma.

HIF-1a est un facteur pro-angiogenique important pendant la croissance normale et la
formation de tumeurs puisqu’il active VEGF et ses récepteurs (VEGFR) en se liant aux
séquences HRE présente dans le promoteur de ces genes (Forsythe et al., 1996 ; Olsson et al.,
2006). Récemment, des études ont montré que HIF-lol est un médiateur de la voie de
signalisation autocrine VEGF/VEGFR primordiale dans la régulation des fonctions des
cellules endothéliales et des cellules tumorales (Tang et al., 2004 ; Das et al., 2005). La
suppression de HIF-1a dans les cellules endothéliales perturbe l'induction de VEGFR-1 et
VEGFR-2 par VEGF (Tang et al., 2004). La perturbation de la signalisation autocrine
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VEGFR-1/VEGF/VEGFR-2 entraine : in vitro, une baisse de la prolifération des cellules
endothéliales et de la formation de tubes et, in vivo, une sévére diminution de 1’angiogeneése et

de la croissance tumorale (Tang et al., 2004).
4.2. HIF-1a et cicatrisation

L'hypoxie joue un role essentiel dans la physiopathologie de diverses maladies
humaines, comme les maladies cardiovasculaires ischémiques, les accidents vasculaires
cérébraux, les maladies pulmonaires chroniques, les blessures aigués de la peau et le cancer
(Semenza, 2000). Aprés une blessure aigué, le microenvironnement devient hypoxique,
probablement a cause des perturbations vasculaires et de la consommation élevée en oxygene
des cellules du bord de la plaie et des tissus de granulation (Hunt et al., 1972 ; Niinikoski et
al, 1972 ; Varghese et al., 1986). Le role de HIF dans la réparation tissulaire est mis en

évidence par différents travaux.

HIF peut induire plusieurs cytokines (VEGF, TGF-f3 et PDGF) qui interviennent

dans différents étapes de la cicatrisation (Tandara et Mustoe, 2004 ; Albina et al., 2001). Le
VEGEF est essentiel dans I’induction et le maintien de 1’angiogenése au niveau de la blessure
assurant ainsi la nutrition des nouvelles cellules. Le TGF-B et le PDGF jouent un rdle dans la
prolifération et la migration des fibroblastes. Ils jouent aussi le réle de médiateurs qui
recrutent les macrophages et les neutrophiles qui sécrétent a leur tour une batterie de facteurs
spécifiques nécessaires aux autres étapes. De plus, le TGF-f induit par I’hypoxie peut
augmenter la production de composants de la matrice cellulaire tels que les collagéne I, IV et
la fibronectine dans les fibroblastes du placenta (Chen et al., 2005 ; Papakonstantinou et al.,
2003). La prolifération et la migration des cellules (fibroblastes et kératinocytes) représentent
une étape importante de la cicatrisation. L hypoxie aigué augmente la prolifération des
fibroblastes dermiques humains, leur migration (Falanga et Kirsner, 1993 ; Mogford et al.,
2002 ; Lerman et al., 2003) et la migration des kératinocytes (O'Toole et al., 1997; Xia et al.,
2001). Le mécanisme par lequel I’hypoxie peut induire la migration des fibroblastes est
expliqué par I’accumulation de HIF-1 qui induit la sécrétion et I’activation de la protéine
hsp90a. (shock protein-90alpha) et va renforcer la migration des fibroblastes (Li et al., 2007).
Une autre étude a montré que la migration des kératinocytes est initiée par la sécrétion de
hsp90 (comme les fibroblastes) dépendante de HIF-1 (Woodley et al., 2009). hsp90a favorise

la migration, des kératinocytes mais pas leur prolifération. Le récepteur LRP1 (LDL-receptor-
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relatedl) intervient dans la signalisation de hsp90a. L'inhibition de la liaison LRP1-hsp90a
par des anticorps neutralisants ou par I’inactivation de LRP1 par ARNi inhibe complétement

la migration des kératinocytes, méme en hypoxie.

Il est intéressent de noter que HIF-1 est présent au niveau des blessures pendant la
réépithélisation (Elson et al., 2001). Des études ont montré que 1'induction et la stabilisation
de HIF-1o par ’inhibition de PHD favorise la réépithélisation intestinale in vivo (Cummins et
al., 2008 ; Robinson et al., 2008). La stabilisation de HIF améliore la cicatrisation chez les
souris diabétiques db/db en augmentant 1’expression des genes cibles de HIF qui sont
importants dans la motilité, I’angiogenese et le recrutement de CAG tels que le hsp90a., le
VEGF, le VEGFRI, le SDF-1a (stromal cell-derived factor) et le SCF (stromal cell factor)
(Botusan et al., 2008).

Les modeles de cicatrisation in vitro suggerent que l'induction de HIF augmente la

contraction des fibroblastes dans une matrice de collagéne (Robinson et al., 2008).

Le role de HIF dans la réaction inflammatoire au cours de la cicatrisation est

essentiel au niveau du recrutement des macrophages et des neutrophiles. Les macrophages et
les neutrophiles vont produire les ROS qui servent principalement a tuer les bactéries et a
prévenir l'infection des plaies (Babior et al., 1973). Les ROS induits sur le site de la
cicatrisation peuvent aussi favoriser 1’angiogenése en stimulant I'expression de VEGF par les

kératinocytes et les macrophages (Sen et al., 2002 ; Khanna et al., 2001).

4.3. HIF-10x et molécules d’adhésion

4.3.1. HIF-1a et intégrines

Le r6le de HIF dans la régulation des intégrines a été¢ largement étudié dans le domaine
de la cancérologie. L’environnement hypoxique présent dans les tumeurs favorise la
stabilisation de HIF qui régule la production des intégrines, ce qui aboutit a la capacité

invasive des cellules cancéreuses.

L’expression des intégrines awvB3 et avP5 augmente suite a I’hypoxie dans les cellules

endothéliales microvasculaires rétiniennes, bien que l'expression de B1 soit, elle, inhibée
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(Suzuma et al., 1998). 11 est aussi connu que I’hypoxie stimule I’expression de I’ARNm des
intégrines aV et B3 dans les cellules endothéliales humaines (HUVEC, human umbilical vein
endothelial cells) (Walton et al., 2000). Au contraire, l'inhibition de HIF-l1o. aboutit a
I’inhibition de B1 dans les cellules cancéreuses du pancréas (Chang ef al., 2006b) suggérant
une régulation complexe. Le promoteur de I’intégrine B1 contient la séquence HRE reconnue

et fonctionnelle (Keely et al., 2009).

L’expression de ’ARNm de I'intégrine oS (le récepteur de la fibronectine) est
augmentée de maniere dépendante de 1’hypoxie ou de HIF-1o dans différents types cellulaires
cancéreux ou normaux : la lignée cellulaire du cancer du sein (Spangenberg et al., 2006), la
lignée cellulaire du cancer du colon (Koike et al.,, 2004), les cellules OSCC (oral squamous
cell carcinoma) (Ryu et al., 2010) et les kératinocytes normaux et transformés (Denko et al.,
2003). Des résultats récents indiquent que 1'hypoxie aboutit a la diminution de I’expression du
récepteur E-cadhérine par la protéine Snail (zinc-finger transcriptional repressor) dans les
cellules de placenta humaine (Arimoto-Ishida et al., 2009). La perte d’E-cadhérine induit la
surexpression de 1’intégrine a5 qui conduit a la phosphorylation de FAK aboutissant a une

augmentation de l'activité envahissante de ces cellules.

Contrairement aux précédents résultats, l'inhibition de HIF-low aboutit a une
surexpression de l'intégrine a5 dans les cellules du cancer gastrique, alors que les autres
intégrines ne sont aucunement affectées. En effet, la surexpression de oS conduit les cellules

déficientes en HIF-1o a I’anoikis (mort cellulaire programmé par détachement de la MEC)

(Rohwer et al., 2009).

L'intégrine 064 est également augmentée par I’hypoxie via I’activation de la
protéine Rabll, importante dans le trafic vésiculaire. Cette protéine conduit a 1’invasion
tumorale des cellules tumorales dans le cancer du sein (Yoon et al.,, 2005). Récemment, une
¢tude a montré que les intégrines peuvent réguler 1’expression de HIF-1a par 1'activation de
leur voie de signalisation. L’expression de a6B1 aboutit a I’activation de protéines kinases
PKC qui activent HIF-1at (Chung et al., 2004). L’expression induite de VEGF conduit ensuite

a la survie des cellules cancéreuses en les protégeant de 1’apoptose.
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4.3.2. HIF-1o et laminine-332

Treés peu d’études ont montré la relation entre HIF et la laminine-332 et les résultats de
ces ¢tudes sont contradictoires. O’Toole et son groupe ont montré¢ que I’expression de la
laminine-332 diminue dans les kératinocytes présents lors de la réépithélialisation (O’Toole et
al., 1997). Cette diminution de I’expression favoriserait la motilit¢ des kératinocytes en
diminuant 1’ancrage des kératinocytes. En accord avec ces résultats, Esco er al., 2001 ont
montré que les cellules épithéliales de la cornée en hypoxie chronique entrent en apoptose et
déposent moins de laminine-332 fonctionnelle dans la matrice extracellulaire. De méme
I’utilisation d’anticorps bloquant la laminine-332, en hypoxie, provoque |’apoptose des
cellules.

Au contraire, il a été récemment montré que HIF-1a induit I’expression de la laminine-
332 par les kératinocytes. La stabilisation de HIF-1a par le CoCl, conduit a la surexpression
de la laminine-332 qui se traduit par la migration des kératinocytes. Enfin, ces résultats ont
montré que la laminine o3 est un géne cible de HIF-1a car il contient des HRE (GCGTG)

dans la région promotrice du gene (Fitsialos ez al., 2008).

4.3.3. HIF-1q, collageénes et autres molécules d'adhésions

I1 a été rapporté que I'hypoxie conduit a I’augmentation de I’ARNm des procollagenes
par les cellules pulmonaires in vitro (Berg et al., 1998 ; Durmowicz et al., 1994) et dans le
ceeur in vivo (Ostadal er al., 1995). L’effet de I'hypoxie sur l'expression des génes de
procollageénes pourrait étre spécifique selon 1’isoforme et le type cellulaire. Ainsi, I'hypoxie
stimule la formation de procollagéne I dans les fibroblastes rénaux (Norman et al., 2000),
dermiques (Falanga et al., 1993) et cardiaques (Tamamori et al., 1997), mais pas dans les
fibroblastes du poumon ou feetaux (Horino et al.,, 2002) ni dans les fibroblastes 3T3 (Tajima
et al., 2001). Les 3T3, comme les cellules mésangiales rénales montrent une augmentation de
l'expression du géne du procollagéne IV en réponse a I'hypoxie (Kim et al., 1996). L hypoxie
peut induire [’expression des collagénes en stimulant [’activit¢é des hydroxylases
indispensables a la formation de fibres de collagénes. Ces enzymes sont prolyl-4-hydroxylase
(PHD-4 ou P4H) et procollagene lysyl-hydroxylase (PLOD). L’augmentation de 1’expression
de ces enzymes induites par I’hypoxie a ét¢ montré dans les fibroblastes foetaux de poumon de

rat (Horino Y et al, 2002), la lignée cellulaire As4.1 (lignée cellulaire juxtaglomérulaire
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murine) et la lignée cellulaire d'hépatome murine (Hepal) (Hofbauer er al, 2003).
L’expression de ces enzymes est également induite par 1’hypoxie dans les fibroblastes

embryonnaires de souris normaux mais pas ceux déficients en HIF-1a (Hofbauer et al., 2003).

D’autres études ont montré l'importance de HIF-1o dans la synthése des protéines de
la matrice extracellulaire. En hypoxie, les chondrocytes murins déficients en HIF-1o
connaissent une diminution significative en agrécane (protéoglycane caractéristique du
cartilage) (Pfander et al, 2003). Une forte augmentation de I’expression de collagene II
(ARNm et protéine) a été¢ détectée dans les cellules en hypoxie. En outre, 1’expression de
I'"ARNm et protéique du collageéne II diminue fortement sous un faible niveau d’oxygéne dans

les chondrocytes déficientes en HIF-1a.

Le role de HIF-1a dans la fibrose a été démontré en utilisant des souris déficientes en
HIF-1o dans le foie (Moon et al., 2009). Les souris déficientes en HIF-1a possédent une
quantité moins importante de collagéne I et d’a-SMA (a~smooth muscle actin) par rapport
aux souris controles. Le mécanisme par lequel la fibrose a été¢ réduite chez les souris
déficientes en HIF-1o semble lié¢ & une diminution de I’expression des facteurs de croissance
tels que PDGF (Platelet-derived growth factor), FGF-2 (fibroblasts growth factor-2) et PAI-1
(plasminogen activator inhibitor-1). Des éléments HRE sont retrouvés dans les promoteurs de
I'ensemble de ces geénes (Calvani et al., 2006 ; Kietzmann et al., 1999 ; Yoshida et al., 2006).
Une autre étude menée par Higgins er al, 2007 montre que HIF-1 peut induire le
développement de la fibrose en stimulant la transition épithéliale-mésenchymateuse dans les
cellules épithéliales rénales in vitro. L'ablation génétique de HIF-1a dans ces cellules in vivo
conduit & une réduction de la fibrose [diminution de dépdt de collagéne, de l'infiltration de
cellules inflammatoires et du nombre de fibroblastes exprimant la protéine FSP (fibroblast-
specific protein—I)]. Cliniquement, la gravité des blessures chez les patients atteints d’une
maladie rénale chronique est corrélée a ’expression de HIF-1co.. Une expression élevée de la
lysyl oxydase-like 2 (LoxL2), un gene cible de HIF, est retrouvée chez les patients atteints de
cette maladie. La lysyl oxydase joue un role dans la régulation de la motilit¢ des cellules

épithéliales, in vitro, et le développement de la fibrose, in vivo.
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4.4. HIF-1a et métalloprotéinases

L’expression des MMP est essentielle dans les cellules afin d’assurer 1’adhésion, la
migration et la prolifération. Il est intéressant de noter que les cellules cancéreuses possédent
une capacité¢ d’invasion supérieure a celle des cellules normales. Cette capacité est liée a
I’expression des MMP dans un environnement hypoxique. Le MMP-2 est un geéne cible
d’HIF-1o (Semenza et al., 2003). La surexpression d’HIF-1a induit l'invasion des cellules du
cancer du poumon par la régulation de I'expression et les activités de MMP-1 et MMP-2.
L'induction de MMP-1 est également prépondérante dans 1'activation de MMP2 induite par
HIF-1a (Shyu et al., 2007). L hypoxie ou I’hypoxie combinée a 1’acide arachidonique induit
I’activation de NF-kb qui va stabiliser HIF-1a.. Cette stabilisation aboutit a une augmentation
de I’expression de MMP-2 et de MMP-9 dans les cellules murines ES (mouse embryonic stem
cells). L’expression de ces deux MMP conduit a la production d’IL-6 impliqué dans la
prolifération des cellules ES (Lee et al, 2010). En accord avec ces résultats, il a été
récemment rapporté que l'inhibition de MMP-3 ou MMP-9 réprime significativement

I'expression d'IL-6 dans les microglies (Woo et al., 2008).
Il faut noter que la migration des kératinocytes au niveau du site des blessures est

accompagnée par 1’induction de 1’expression des MMP. Parmi ces derniers, O’Toole et son

groupe ont montré que 1’expression des MMP-9 augmente dans les kératinocytes migrants.
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DEUXIEME PARTIE : Travaux personnels

Chapitre I : Introduction

1. Présentation générale

Lors de mon arrivée dans I’unité¢ U876, le groupe de dermatologie démarrait 1’é¢tude du
role de HIF-1oo dans la physiologie cutanée. Ce facteur de transcription a longtemps été
considéré comme ayant pour seule fonction la réponse cellulaire aux variations de la
concentration en oxygene dans I’organisme. Certaines études ont montré qu’HIF-1o était un
acteur de la réponse cellulaire déclenchée par des facteurs de signalisation tels que des

hormones ou des facteurs de croissance comme les cytokines.

Avant mon arrivée, le laboratoire venait juste de démontrer (Rezvani et al., J Biol
Chem, 282 : 16413-16422, 2007) que :
1) T’irradiation UVB a un effet biphasique sur I’expression de HIF-1a: 1’augmentation
des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) y joue un role essentiel.

2) HIF-1a a un effet pro-apoptotique sur les kératinocytes.

Un premier travail, dans la continuité de ces résultats, auquel j’ai participé en début de
thése (Rezvani et al., NAR, 38 : 797-809, 2010), a démontré 1’implication de HIF-1o dans la
réparation de 1°ADN en régulant 1I’expression des génes XPC et XPD. Un résumé de ce travail

ainsi que P’article sont présentés ci-dessous.

Mon travail principal, exposé dans les chapitres suivants II, III et IV, a consisté alors a

étudier le role de HIF-1o dans un systéme physiologiquement proche de la peau humaine, a
savoir I’épiderme reconstruit. Dans le méme temps, une étude in vivo a pu étre menée par
I’obtention de lignées de souris transgéniques spécifiquement déficientes en HIF-1-a dans les
kératinocytes (souris K14-CRE/ HIF-10"""%). J’exposerai successivement les matériels et
méthodes utilisés (chapitre II), les résultats obtenus (chapitre III) et une discussion générale

sur le travail effectué (chapitre I'V).
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L’ensemble de ce travail est actuellement en soumission :
Nsrein Alil’*, Hamid Reza Rezvanil’*, Pierre Dubusz, Christine Var0n3, Cécile Gedl,
Catherine Pain', Muriel Cario-André'*, Julien Seneschal, Alain Taieb'*, Hubert de
Verneuil', Frédéric Mazurier'™ : “Loss of epidermal hypoxia-inducible factor-1alpha hastens

skin aging (and wound healing) in human and mouse”.

2. Résumé du premier article

HIF-10 régule I’expression des protéines de la réparation par excision de nucléotides

dans les kératinocytes

Le rayonnement solaire atteignant la surface de la terre est le facteur de risque le plus
important dans le développement des cancers de la peau. Parmi ces cancers, on distingue les
carcinomes basocellulaires et spinocellulaires qui sont les plus répondus dans le monde.
L’augmentation rapide de l'incidence des ces cancers justifie le développement de stratégies
innovantes de photoprotection et donc de mieux comprendre la réponse de la peau aux UV.
L'une des caractéristiques majeures des rayons ultraviolets, principalement des UVB, est
I'induction de dommages de ’ADN. Ces dommages provoquent une série de réponses
déclenchant la réparation des 1ésions de I’ADN, le retard du cycle cellulaire ou I’apoptose. Le
destin des cellules dont I’ADN est endommagé dépend essentiellement de la nature de ces
dommages. C’est pourquoi, il est & présent considéré indispensable de bien comprendre
I’interaction entre les divers facteurs impliqués dans la régulation des réponses cellulaires aux
UVB. Ces connaissances peuvent nous aider a améliorer la prévention et la thérapie des

cancers cutanés.

L’expression de HIF-low est modifiée suite a I’irradiation UVB et joue un rdle
important dans la réponse cellulaire au stress génotoxique (Rezvani et al., 2007 ; Wunderlich
et al., 2008). De plus HIF-1a a un effet pro-apoptotique accompagné par une modulation de
I’expression de p53 dans les kératinocytes apres irradiation UVB. Ces donnés suggérent un
lien entre I’irradiation UVB, la modulation de I’expression de HIF-1a et la réparation de
I’ADN. Parmi les différents systémes de réparation de I’ADN, on peut noter la réparation par

excision de nucléotides (NER). Cette dernic¢re est la voie de signalisation majeure dans la
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réparation des dommages de I’ADN suite 1’irradiation UVB tels que les CPD et les 6-4PP. 11
est intéressant de noter que le défaut au niveau de NER est associ¢ a plusieurs maladies

humaines telles que XP.

Le but de ce premier travail auquel j’ai participé était de répondre a la question : est ce

que HIF-1a peut participer a la régulation de la réparation de I’ADN aprés irradiation UV?
Ce travail nous a permis de démontrer que :

1. HIF-1o régule I’expression de XPC suite a I’irradiation UVB :

e Avant Dirradiation, I’inactivation de HIF-low induit une augmentation
significative de 1'expression de XPC. Cela peut s’expliquer par une compétition
entre HIF-1a et Sp1 pour se lier aux sites de liaisons de ' ADN de XPC.

e En revanche, I’expression de XPC est inhibée plus tardivement aprés
I’irradiation par une liaison directe de HIF-1a a un HRE distinct dans la région
promotrice XPC (Figure 32).

2. HIF-1a régule I’expression de XPD en se liant a sept HRE dans son promoteur.

3. L’inhibition de HIF-1o induit une réparation des 6-4PP et CPD plus rapide dans les
kératinocytes immédiatement aprés I’irradiation (0,5 h). Cette réparation devient
beaucoup plus lente dans les cellules déficientes en HIF-1o plus tardivement post-

irradiation.
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Figure 32. Schéma représentant le modele par lequel les UVB induisent une
modulation de I’expression de HIF-10o qui a son tour régule I’expression de XPC.

La présence de motifs HRE (repérés par bioinformatique) dans les génes codant pour
d'autres protéines de réparation de I'ADN suggere que HIF-1a pourrait étre un régulateur clé

de la machinerie de la réparation. 1

En conclusion, il est bien accepté maintenant que HIF-1o est un facteur non seulement
régulé par le niveau d'oxygene, mais aussi par des signaux de différents stress. Nous pouvons
vraiment envisager un role plus large de HIF-1o dans le maintien de l'intégrité génomique en

testant divers facteurs de stress.

3. Premier article : HIF-1oo régule I’expression des protéines de la

réparation par excision de nucléotides dans les kératinocytes.
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Chapitre II : Matériels et Méthodes

1. Etudes in vitro sur les kératinocytes

1.1. Origine des prélevements
Les prélevements de la peau (plasties mammaires et abdominales) ont été obtenus
aupres du service de chirurgie de I’hopital Pellegrin & Bordeaux. Les autres prélévements

(prépuces) ont été obtenus apres circoncision d’enfants a I’hopital des enfantes de Bordeaux.

1.2. Culture cellulaire

Au préalable, la graisse éventuellement présente dans les prélévements est retirée. Puis
les échantillons sont coupés en petits carrés (5 x 5 cm) et sont placés (épiderme orienté vers le
haut et derme vers le bas) dans un milieu trypsine-EDTA (TE) pendant 3h a 37°C
(atmospheére humide/ 5% CO,) ou toute une nuit a 4°C afin de séparer I’épiderme du derme.
L’activité de la trypsine est bloquée par I’ajout du méme volume de sérum de veau feetal
(SVF) par rapport a celui de la trypsine. Les morceaux de peau sont traités un par un afin de
séparer le feuillet épidermique a 1’aide d’une pince. Dans chaque cas, la surface de la peau est
grattée a I’aide d’un scalpel dans une solution HBSS pour récupérer le maximum de cellules
vivantes de la couche basale. La suspension obtenue est filtrée puis centrifugée cinq minutes a
200 x g. Le culot est remis en suspension et les kératinocytes dissociés sont ensemencés
(3.10° cellules/cm?) dans du milieu MCDB153 complété par de 1’hydrocortisone (0,5 mg/mL),
du facteur de croissance épidermique (10 ng/mL), de Dl'insuline (5 mg/mL), de I’extrait

hypothalamique bovin (70 mg/mL) et des antibiotiques pénicilline/streptomycine (1 pg/mL).

Les kératinocytes sont cultivés pendant 3 a 4 passages (maximum) dans des boites de
Pétri (diamétre 10 cm) ou des flacons (25 ou 75 cm?) 4 37°C en atmosphere humide contenant
5% de CO,. Le milieu est changé trois fois par semaine et un repiquage est réalis¢ dés que les
cellules atteignent 70 a 80% de confluence. Les cellules sont décollées et dissociées en TE
pendant 5 a 10 mn a 37°C. La trypsine est neutralisée avec au moins un volume de sérum de
veau feetal (SVF). Les cellules sont centrifugées 5 min, puis remises en suspension en
MCDBI153 a la dilution adéquate afin de les utiliser, soit pour la transduction, soit pour

réaliser des épidermes reconstruits (RE).
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Les fibroblastes humains dermiques sont obtenus selon le protocole décrit dans
Gontier et al., 2002 a partir des mémes prélévements décrits au dessus. Les cellules sont
maintenues dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (MDEM) supplémenté
avec 5% de SVF.

1.3. Transduction des kératinocytes
Les kératinocytes (3.10°) sont mis en présence des particules virales (voir paragraphe
ci-dessous) a MOI 30 (rapport virus/cellules) dans le milieu MCDB153 (5 mL) pendant 24 h a
37°C. Le lendemain, le milieu est renouvelé et les cellules sont cultivées pendant 5 jours
avant de déterminer le pourcentage de transduction par cytométrie en flux (% de cellules
exprimant la GFP). Les cellules transduites peuvent étre utilisées pour la reconstruction

épidermique ou d’autres expériences.

2. Constructions plasmidiques et lentivirales

Le vecteur Triplex-PGK-EGFP-DeltaU3 (TPE) est utilisé pour la construction des
vecteurs TEEWHshRFP et TEEWHshHIF-1a en remplagant le promoteur PGK par celui
d’EF-1a (vecteur TEE). Ensuite, une cassette contenant le promoteur H1 et les séquences

shRNA ciblant I’ARNm de RFP ou HIF-1a a été insérée (Figure 33).

TPE CMV R J U5 b—o cppt PGK | EGFP WPRE —[?Lr IR | us ]

s W,
TEE RSV R lus — EFla JEGFP L AU R | us
d | )
- | ShRF 1 1
TEEHshRFP RSV IR Ius __JEria | EGFP au3 |HI ]\? "R us
8 —d db —
- |
— — '\n
sequence cible sens sequence cible antisens
TEEHshHIF-1at RSV Rjus — tepia Becp +—— |avs §HL | shHIF fRr|Us
- "]
|
i —
sequence cble sens sequence cible antisens

Figure 33. Schéma des différents vecteurs lentiviraux (forme provirale)
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2.1. Amplification des plasmides

2.1.1. Culture bactérienne
Les bactéries ¢électrocompétentes, STBL2 et XL10-Gold (Invitrogen) dérivées d’E.
Coli sont cultivées en milieu Luria Broth (LB) contenant 1% de peptone, 1% d’extrait de
levure, 0,5% de NaCl et pH 7,5. Le milieu solide est obtenu par addition de 2% d’agar avant
la stérilisation (120°C, 20 min). L’antibiotique, ampicilline, est ajouté au milieu refroidi a une
concentration finale de 50 a 100 pg/mL pour sélectionner les clones contenant le plasmide

portant la résistance.
2.1.2. Transformation des bactéries

1 nug de plasmide est ajouté a 50 ul de bactéries électrocompétentes décongelées sur la
glace, le tout est incubé dans la glace 30 sec. La transformation est induite par un pulse
¢lectrique (Bio-Rad). Aprés 5 min d’incubation sur glace, 200 pul de milieu nutritif SOC
(20 g/L de peptone caséine, 5 g/ d’extrait de levure, 0,58 g/L de NaCl, 0,19 g/L de KClI,
0,95 g/L. MgCl,, 1,20 g/ MgSOy4 et 3,60 g/L de glucose) est ajouté sur les bactéries. Ces
derniéres sont ensuite étalées sur un milieu gélosé contenant I’ampicilline et incubées a 37°C

pendant toute la nuit.
2.1.3. Amplification des clones et extraction plasmidique

Les colonies bactériennes isolées sont cultivées dans le milieu LB a 37°C toute la nuit
en agitation a 200 x g. Le milieu est ensuite centrifugé a 6000 x g pendant 15 min a 4°C et les
culots de bactéries sont repris pour I’extraction de I’ADN plasmidique. L’extraction de I’ADN
est réalisée par la lyse alcaline a 1’aide de kit MAXIprep Nucleobond (Macherey-Nagel). Les
culots bactériens sont lysés par I’hydroxyde de sodium/SDS ce qui provoque la dénaturation
des protéines, de ’ADN chromosomique et plasmidique. Un tampon de neutralisation
contenant ’acétate de sodium, qui permet la précipitation du SDS et I’élimination des
protéines et de I’ADN chromosomique, est ajouté. Le lysat est filtré et passé sur une colonne
de chromatographie échangeuse d’anions. Aprés lavage, I’ADN plasmidique est élué¢ en
concentration ¢levée de sel (KCl), précipité par 1’isopropanol, lavé par 1’éthanol et resuspendu

dans du tris-EDTA.

2.1.4. Quantification et vérification

La quantité et la qualit¢ de I’ADN plasmidique sont mesurées par spectrométrie a

260 nm. Une ¢électrophorése en gel d’agarose permet de vérifier leur intégrité. L’ADN
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(0,4 ng) est digéré par 2U d’enzyme de restriction (Xhol pour shHIF et shRFP) avec 2 ul de
tampon 10x, 2 ul de BSA 10x et H20 q.s.p. 20 pl a 37°C pendant 40 min. Selon la taille des
fragments d’ADN attendus, un gel est préparé a une concentration d’agarose appropriée (2%)
en tampon TBE (Tris-Borate 40 mM ; EDTA 1 mM, pH 8). Une goutte de bromure
d’éthidium (10 mg/mL) est ajoutée. Avant le dépdt, 0,2 volume de tampon de charge (bleu de
bromophénol 0,25% ; glycérol 30%) est ajouté aux échantillons. La migration s ‘effectue a
100 V pendant 20 min. La taille des fragments d’ADN est déterminée par comparaison avec

un marqueur de taille et un plasmide controle.

2.2. Production des vecteurs lentiviraux
Les vecteurs sont produits par transfection transitoire des cellules HEK293T avec
différents plasmides.
- Le plasmide d’encapsidation « PAX » fournit les protéines de structures et apporte les
protéines nécessaires a la réplication du vecteur lentiviral,
- Le plasmide d’enveloppe « VSVG » qui code pour la protéine G d’enveloppe du virus de
la stomatite vésiculeuse,
- Le plasmide vecteur qui contient les séquences d’intérét.
Ces plasmides permettent la formation de particules infectieuses non réplicatives

puisque la séquence U3 du LTR est partiellement délétée du plasmide vecteur (Figure 34).
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Figure 34. Production des lentivirus. Les plasmides codant pour le
génome viral, les protéines de structure et I’enveloppe sont cotransfectées
dans des cellules 293T. Les particules virales libérées serviront a la
transduction de la cellule cible (kératinocytes).
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Les cellules HEK293T sont cultivées dans des boites de Pétri préalablement
recouvertes par de la poly-L-Lysine (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) a raison
de 5.10° cellules/boite. Le jour suivant, le milieu de culture est renouvelé et les cellules sont
transfectées avec une solution plasmidique contenant 10 pug de plasmide shHIF, ou TEE, 10
ug de plasmide PAX et 4 pg du plasmide VSVG dans un volume de 450 pl. 50 pl de CaCl2 a
2,5 mM sont ajoutés, puis le mélange est stérilisé par passage sur un filtre 0,22 pm. Le filtrat
est ajouté goutte a goutte dans 500 ul de HBS (pH 7,12, HEPES Buffer Saline, NaCl 280 mM,
Na2HPO4 1,5 mM, HEPES 100 mM) pour précipiter I’ADN. La solution est ensuite ajoutée
au milieu de culture. Le milieu de culture est renouvelé aprés 8h a 37°C. 48h plus tard, le
surnageant est centrifugé a 300 x g durant 10 min a 4°C afin d’éliminer les débris cellulaires
puis a 22000 x g 4 h a 4°C afin de concentrer les particules virales. Le culot de particules

virales est ensuite repris dans 300 pul de DMEM puis aliquoté et stocké a -80°C.

Le titre viral (nombre de particules infectieuses/mL) est déterminé par transduction de
cellules 293T (a concentration 5.10%) en utilisant différentes dilutions de solution virale. Le
surnageant est dilué¢ a 1/1000 puis ajouté aux cellules a raison de 1 a 30 pl. Apres 3 a 5 jours

de culture, le titre est évalué par cytométrie en flux grace a la fluorescence de I’EGFP.

3. Préparation des épidermes reconstruits

La préparation des dermes morts dé-épidermisés s’appuie sur la technique de
Pruniéras (1979) et est décrite dans Gontier et al, 2002 (Figure 35). Chaque morceau de
derme mort est préalablement rincé dans la solution HBSS puis placé dans une plaque a six
puits, la lame basale vers le haut. Un anneau stérile de 0,6 cm” est déposé au milieu de chaque
morceau. Les suspensions cellulaires sont ajoutées a une densité de 2.10° cellules pour 200ul
de milieu dans les anneaux puis les dermes sont humidifiés avec le milieu MCDB153. Apres
24h d’incubation permettant 1’adhésion cellulaire, les anneaux sont enlevés, le milieu est
¢liminé puis le systéme est recouvert et incubé ainsi durant 3 jours avec le milieu IMDM.
Cette phase dite de submersion permet la prolifération des cellules. Ensuite le systéme est mis
en interface air-liquide. Le milieu de reconstruction contient 70% d’IMDM, 25% de
MCDBI153 et 5% de SVF. Aprés 14 jours d’interface air-liquide, les reconstructions sont

ensuite analysées.
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Figure 35. Préparation des épidermes reconstruits.

4. Etudes morphologiques

Une fois les épidermes reconstruits (aprés 12 jours), ces derniers sont fixés dans le
formol puis ils sont inclus en paraffine et coupés en section de Sum. Avant la coloration, les

coupes sont déparaffinées et hydratées.

4.1. Histologie
La technique utilisée, hématoxyline/éosine, est basée sur la coloration des noyaux en
bleu et le cytoplasme en rouge. Les coupes sont déposées dans la solution d’hématoxyline
pendant 2 mn, puis incubées dans de 1’eau ammoniaquée pendant 5 mn. Enfin, les lames sont
contre-colorées a I’éosine pendant 6 mn puis rincées a 1’eau du robinet. Les lames sont alors

déshydratées puis montées a I’Eukitt.
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4.2. Immunohistochimie

Apres réhydratation, une solution de trypsine a 1 mg/ml est déposée sur les coupes a
raison de 200 pl par lame. De I H,O, 3% (Sigma) est ensuite déposée sur les coupes pour 60
mn. Le premier anticorps est dilué dans PBS-SVF (20%) selon les dilutions précisées dans le
tableau 10, puis déposé a raison de 200 pl par lame. Une incubation d’une nuit a 4°C est alors
réalisée en atmosphére humide afin d’éviter que les lames ne séchent. Le lendemain, le
second anticorps En-vision'™ anti-souris ou anti-rat est déposé et ’ensemble est laissé 1h a
température ambiante en atmospheére humide. La révélation est réalisée par la solution de
DAB, suivi d’une contre-coloration a I’hématoxyline. Aprés rincage, 1’ensemble est monté

directement au glycergel.

Tableau 10. Anticorps utilisés

Premier AC Origine Dilution
Anti-HIF-1a NB100-131, Novus 1/500
Biologicas
Anti-Laminine Y2 clone D4BS5, Millipore 1/200
Anti-GFP B-2 sc.-9996 Santa Cruz 1/200
Biotechnology

4.3. Immunofluorescence

Les cellules sont ensemencées sur une lamelle en verre (50 000 cellules) ou dans un
puits d’une plaque six puits (100 000 cellules) et incubées pendant 6h a 37°C. Ensuite, les
cellules sont lavées 2 fois avec PBS et fixées avec le PFA (4% dans PBS) pendant 10 mn. Un
lavage en PBS est réalisé suivi par une perméabilisation avec Triton X-100 (0.1% en PBS)
pendant 1 mn. Aprés 3 lavages en PBS, les cellules sont incubées avec une solution de
blocage [(1% BSA/ 2% SVF dans TBS (Tris-buffered saline; 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 2
mM EGTA et 2 mM MgCl2, pH 7.5)] pendant 10 mn. Une incubation de 30 mn avec le
premier anticorps dilué¢ dans la solution de saturation est alors réalisée, puis une autre
incubation avec le deuxiéme anticorps pendant 30 mn. 3 lavages en PBS suit chacune de ces
deux étapes. Les lamelles ont été lavées a I'eau et montés sur des lames a l'aide du milieu de
montage (Clinisciences). La fluorescence est détectée en utilisant un microscope de
fluorescence (Eclipse TE2000, Nikon) et un appareil photo DXM 1200 (Nikon) (logiciel

d'acquisition Lucia 5.0, Nikon). La fluorescence des trois fluorochromes Hoescht 33342,

148



Travaux personnels Chapitre II : Matériels et méthodes

Alexa Fluor ® 488-anticorps marqués secondaire et rhodamine-phalloidine a été¢ obtenue par
excitation laser a 350 nm, 488 nm et 543 nm, respectivement. Les images sont traitées a l'aide

d'Adobe® Photoshop 7 (Adobe Systems).

5. Analyse par cytométrie en flux

Apres quatre jours de transduction, les cellules sont récupérées par la trypsination,
lavées avec PBS et fixées pendant 10 min en PBS-PFA (4%) puis lavées une nouvelle fois en
PBS. Elles sont alors mises en contact avec 1’anticorps primaire dilué dans une solution de
saturation (PBS-sérum 5%) pendant 1h a température ambiante. Aprés un lavage en PBS, les
cellules sont incubées 1h a température ambiante avec le deuxiéme anticorps couplé a un
fluorochrome Alexa™ dilué dans la solution de saturation. Aprés un autre lavage, les cellules
sont remises en suspension dans 200 ul de PBS avant analyse par cytométrie en flux.
L’analyse des marqueurs (EGFP, RFP) est aussi effectuée grace au cytomeétre. Chaque

acquisition a ¢été effectuée sur un minimum de 10 000 cellules.

6. Analyse des protéines par Western Blot

6.1. Préparation des échantillons
Les culots cellulaires sont repris dans un tampon de lyse contenant 25 mM de HEPES
(pH 7,4), 150 mM NaCl, 1% triton X-100 et 1% d’inhibiteurs de protéases, incubés 30 min a
4°C puis centrifugés 15 min a 12000 x g a 4°C. La concentration en protéines dans le
surnageant est mesurée en utilisant le réactif acide BCA (Pierce, Bezons, France). La réaction
conduit a la formation d’un complexe pourpre mesurable a A = 570 nm. La concentration en

protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon d’albumine de sérum de beeuf.

6.2. Migration sur gel de polyacrylamide
Les extraits protéiques sont analysés un gel de polyacrylamide dénaturant 10%. 70 mg
de protéines sont mélangés au tampon de charge (B-mercaptoéthanol 0,5%, SDS 2%, 60 mM
Tris-HCI pH 6,8, glycérol 50% et bleu de bromophénol 1/1000), chauffés a 100 °C 5 min,

déposés dans les puits et migrés a 25V durant la nuit.
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6.3. Transfert

Le transfert sur membrane de polyvinylidone s’effectue de facon semi-seche (LKB
Biochrom 2117 Multiphor, France). Le transfert s’effectue durant 1,5h a 330 mA. Apres
transfert, la membrane est lavée dans du méthanol 15 sec, puis séchée et réhydratée dans du

TBS-T (TBS, 0,05% de Tween-20).

6.4. Révélation

Les membranes sont saturées pendant 1 h a température ambiante dans la solution de
blocage TBS-T additionné de 5% de lait écrémé. L’ anticorps primaire anti-HIF-1o est dilué
au 1/500° en TBS-T 5% et mis en contact avec la membrane sous agitation une nuit a 4°C. La
membrane est rincée avec le TBS-T (3 x 10 min) puis incubée avec 1’anticorps secondaire
anti-IgG lié a la peroxydase dilué au 1/2000° TBS-T 5% sous agitation pendant 1h a
température ambiante. La méme série de lavages est répétée avec un dernier lavage dans le

TBS. La révélation est effectuée avec le réactif de chimilumiscence ECL (GE Healthare).

7. Caractérisation des lignées de souris transgéniques

7.1. Origine des lignées de souris

Les lignées K14-Cre, K14-CreER' ont été transmises par D. Metzger (Strasbourg). La

Fﬂox/ﬂox

lignée HI a été obtenue aupres de Johnson (Boutin er al., 2008). Ces lignées ont été

entretenues dans un fond génétique C57BL/6.

7.2. Croisement des lignées
Deux systémes Cre/loxP ont été utilisés pour générer des souris ou I’exon 2 de HIF-
la, codant pour le domaine d'hétérodimérisation de HIF-1, est excis¢ dans les kératinocytes :

un systéme inductible par le tamoxiféne et un systéme constitutif (Figure 36).

7.2.1. KO inductible de HIF-1o

Des animaux HIF™™°* dont le transgéne contient I’exon 2 de HIF-1o flanqué de sites
loxP (flox¢) a 1’état homozygote ont été croisés avec des animaux K14-Cre” ER™ possédant

la recombinase Cre a I’état hétérozygote sous le controle d’un promoteur spécifique des
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kératinocytes (promoteur K14 tronqué) et de la séquence ER' (Elément de Réponse au
Tamoxiféne). Les souris issues de ce premier croisement qui ont le génotype K14-Cre™”
ER™/HIF1™, (ce qui correspond a des hétérozygotes pour les deux transgenes HIF-1o floxé

Flo¥fox afin d’obtenir des

et K14-Cre" "ER™) sont conservées et croisées avec un individu HI
animaux K14-Cre”"ERT2/HIF1/ox, (ce qui signifie homozygotes pour ’allele HIF-1a floxé
et hétérozygotes pour I’alléle K14-Cre” ER'?). Les kératinocytes de ces souris expriment la
recombinase Cre uniquement apres induction par injection de tamoxiféne (Sigma) qui permet

I’inactivation de HIF-1o de fagon controlée.

I_, lox P lox P
Lignée {11 L[eRE |- ——{Exona——

congtitutive

loxp HIF-lo  [oxP

Lignée {ER"[K14 m CRE }— —>—Exon? }—{>—

inductible A
! t i
SN
T ¥ Excision

Tamoxifene —— @

K14 | Promoteur K14 fonctionnel et constitutif
Promoteur K14 tronque

ERT?| Elément de Réponse au Tamoxiféne

Figure 36. Principe de D’inactivation de HIF-loo par le systéme Cre/loxP. La
recombinase Cre est sous le controle du promoteur K14 spécifique des kératinocytes de
facon constitutive ou inductible par le tamoxiféne. La recombinase Cre reconnait
spécifiquement les sites loxP, induit un crossing-over et I’excision de I’exon 2 de HIF-1a.
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7.2.2. KO constitutif de HIF-1o

Les animaux d’intérét ont été obtenus en effectuant les mémes croisements que pour le
systeme inductible mais en utilisant des souris & double transgeéne ou la recombinase Cre est
sous le controle du promoteur K14 fonctionnel. La recombinase Cre est exprimée

constitutivement dans les kératinocytes.

7.3. Génotypage
L’extraction d’ADN et les PCR ont été effectuées avec le kit REDExtract-N-Amp ™
Tissue (Sigma), en utilisant les amorces suivantes : amorce HIF™ sens-5’GCA GTT AAG
AGC ACT AGT TG 3°, amorce HIF™* antisens-5> GGA GCT ATC TCT CTA GAC C 3,
amorce Cre sens-5" GCA GTT AAG AGC ACT AGT TG 3’ et amorce Cre antisens-5° GGA
GCT ATC TCT CTA GAC C 3.

Les biopsies de queues sont effectuées chez des souriceaux agés de 2 a 3 semaines.
L’ADN est extrait par une technique de lyse rapide :
- ajouter 100 pL. d’un mélange contenant 80 pL. de solution d’extraction et 20 pL de

solution de lyse
- incuber a température ambiante 30 minutes.
- placer a 95°C 3 minutes.

- ajouter 80 pL d’une solution de neutralisation.

La PCR a été réalisée en duplex en utilisant simultanément les amorces suivantes :
- HIF™* sens et HIF™ antisens pour identifier les alléles floxés (obtention d’un produit
d’amplification de 250 pb) ou sauvage de HIF-lo (obtention d’un produit
d’amplification de 200 pb).

- Cre sens et Cre antisens pour détecter la présence de la recombinase Cre (obtention

d’un produit d’amplification de 400 pb).

Le kit fournit un mix (2X) prét a I’emploi contenant les désoxynucléotides, le tampon,

la Taq polymérase, le MgCl,, I’anticorps Jumpstart Taq et le colorant de dépot. Il suffit
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ensuite d’assembler 2 uL de lysat, 0,4 uL de chaque amorce (10 uM) et 5 uL de mix pour un
volume final de 10 puL. La PCR est réalisée dans les conditions d’amplification suivantes :
1 cycle d’activation de la Tag polymérase (95°C, 3 min), 35 cycles a 3 étapes, dénaturation
(94°C, 30 sec), hybridation des amorces (55°C, 30 sec), et extension des amorces (72°C, 1
min) puis 1 cycle d’extension finale (72°C, 5 min).

Les produits d’amplification obtenus sont analysés par électrophorése sur gel

d’agarose a 2%.

7.4. Test de cicatrisation

Les souris adultes ont été anesthésiées, rasées et la peau dorsale de chaque souris
(pleine épaisseur) a été coupée (8 mm de diametre) avec de petits ciseaux. La fermeture de la
plaie a été déterminée en mesurant sa surface tous les deux jours aprés la blessure. Ces
mesures ont été présentées en pourcentage afin d’indiquer I’avancement du processus de la
cicatrisation. Pour l'analyse histologique et I’immunofluorescence, les blessures ainsi que les
tissus autour de la peau normale adjacente ont été excisées a 2, 4, 6, 8, 10 et 12 jours apres les

blessures.
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Chapitre III : Résultats

HIF-1 est un hétérodimére composé d’une sous unité o et d’une sous unité 3 (Wenger,
2002 ; Maxwell, 2004 ; Metzen and Ratcliffe, 2004 ; Semenza, 2004). La sous unité o subit
une régulation post traductionnelle dépendante du taux d’oxygeéne cellulaire. En condition de
normoxie, HIF-1o est dégradé par le protéasome (Berra et al., 2006 ; Ivan et al, 2001 ;
Maxwll et al., 2001). En hypoxie, différentes modifications post traductionnelles conduisent a
une translocation nucléaire puis a une hétérodimérisation avec la sous unité 3. L’hétérodimeére
HIF-1 est ensuite capable de reconnaitre une séquence consensus appelée HRE et de réguler
I’expression de plus de 200 genes cibles impliqués dans divers mécanismes cellulaires

(Semenza, 2003 ; Pouysségur et al., 2006).

La participation de HIF-1o. comme facteur de transcription dans la régulation de
plusieurs domaines concernant la peau (le cancer et I’angiogénése tumorale, la cicatrisation,
les molécules d’adhésion (intégrines, laminines et collagénes) et aussi les métalloprotéinases)
a entrainé une attention particuliecre a I’étude de cette protéine. De plus, le micro-
environnement hypoxique de la peau (Bedogni et al. 2005) permet une expression ¢levée de
HIF-1ow et un role spécifique de ce dernier dans la physiologie de la peau. En effet,
I’importance de HIF-1a dans la peau a été montré par sa suppression dans les kératinocytes
(Jonhson R et al., 2008). De facon intéressante et surprenante, 1’étude de la peau de ces souris
chez ces auteurs n’a montré aucun phénotype spécial. En revanche, I’invalidité épidermique

de HIF-1a inhibe la synthése d’EPO en réponse a I'hypoxie.

La peau est constituée de multiples couches de tissus épithéliaux (épiderme) et une
couche sous-jacente du tissu conjonctif (le derme) qui sont séparées par une membrane
basale. Cette derniére est composée de collagéne (type IV et VII) et plusieurs types de
laminines (tels que la laminine-5 (ou 332), -6 et -10) (Burgeson et Christiano, 1997). Les
kératinocytes épidermiques basaux s’attachent a la membrane basale par des récepteurs de la
famille des intégrines. Trois de ces intégrines (at3B1, 04P6 et a6B1) sont les récepteurs
spécifiques de la laminine-332 (Carter et al., 1991 ; Rousselle et al., 1991 ; Aumailley et
Rousselle, 1999 ; Barczyk et Sergio, 2010). Plusieurs modeles animaux dans lesquels une

ablation d'un des geénes codant pour ces intégrines mais aussi de la laminine-332 ont montré
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I’importance de ces protéines dans la maintenance de la cohésion dermo-épidermique. Par
exemple, l'inactivation de l'intégrine o3 spécifiquement dans la couche basale a montré
plusieurs défauts de 1'épiderme, y compris une inflammation locale, une perte de poils et des
micro-blessures au niveau de la jonction dermo-épidermique (Margadant C, 2009). Les autres
souris déficientes en intégrine a6 ou 4 montrent de graves lésions épidermiques (Dowling et
al., 1996 ; Georges-Labouesse et al., 1996 ; van der Neut et al., 1996 ). De facon similaire,
une mutation dans 1'un des génes codant pour les différentes chaines de la laminine-332 (03,
B3 et y2) provoque une maladie génétique appelée épidermolyse bulleuse jonctionnelle,

caractérisée par des blessures sur la peau (Fine et al., 2008).

Les blessures sont des agressions auxquelles la peau est confrontée. La cicatrisation
est le processus biologique permettant la réparation de tissus endommagés par une blessure.
Des données ont montré que la laminine-332 et les intégrines (o634 et a3f1) ont un role
important dans la cicatrisation (O’Toole et al., 1997 ; Nguyen et al., 2000b ; Margadant et al.,
2009). Cette zone est caractérisée par une hypoxie locale nécessaire pour l'angiogenése.
L'hypoxie induit les cytokines (VEGF, le TGF-3 et PDGF) qui sont importantes pour stimuler
la prolifération et la migration des fibroblastes et des kératinocytes (Tandara et Mustoe, 2004 ;

Albina et al., 2001).

Dans le but d’¢tudier le role de HIF-1a dans la peau, nous avons effectué deux types

d’études regroupées dans deux chapitres distincts :

- Chapitre 1 :

Etudes in vivo : pour cette étude nous avons choisi le modele de souris dans lequel HIF-1o
est inhibé de facon constitutive dans les kératinocytes (souris K14-Cre/HIF™™°%). En
paralléle, nous avons aussi généré des souris inductibles (souris K14-CreER™*/HIF /%),
Nos résultats ont montré que les souris invalidées pour HIF-1a développent avec I’age un
phénotype d’inflammation dans plusieurs endroits. Ces souris sont trés sensibles au moindre
stress tel que la cicatrisation et 1’irradiation UVB. L’induction des souris inductible avec le
tamoxiféne indique un détachement de 1’épiderme au niveau des couches supra-basales. Ces

souris meurent deux semaines apres injection de I’inducteur, a savoir le tamoxiféne.
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- Chapitre 2 :

Etudes in vitro: dans ces études nous avons utilisé les kérationcytes humains et les
épidermes reconstruits (ER qui sont physiologiquement plus proches de la peau humaine).
Nous avons prouvé que HIF-la est indispensable a 1’adhésion des kératinocytes par sa
régulation exercée sur la laminine-332 et les intégrines (a6 et B1) mais aussi a la formation

des épidermes reconstruits.

1. Etude du role de HIF-1a chez la souris

1.1. Génération des lignées de souris transgéniques
Les croisements entre un male K14-Cre” /HIF™"* ou K14-Cre” ER"/HIF™¥ " avec
des femelles K14-Cre” /HIF™™ ou K14-Cre” ER™/HIF™™ respectivement, a donné
naissance aux souris transgéniques utilisées dans nos expériences. Le génotypage des souris a
été effectué par amplification spécifique (PCR) de I’ADN extrait a partir des queues de souris.
4 génotypes, identifiables par la taille de fragments de PCR spécifiques, peuvent étre observés
chez les souriceaux issus de ces croisements (Tableau 11). Les animaux d’intérét sont les

souris K14-Cre"/HIF™°* ou plus simplement K 14-Cre/HIF"*¥/*

Génotype Taille des fragments (pb)| N° souris
K 14-Cre”” HIFo¥/flox 250 1,2,5,6,7
K 14-Cre  HIF1o¥™ 200-250 3,4
K 14-Cre" HIF1o¥™ 200-250-400 8, 12

Tableau 11. Les différents génotypages issus de croisements entre les lignées
des souris transgéniques caractérisés par la taille des fragments de PCR
obtenus. Les animaux d’intérét sont surlignés en rouge.

Un exemple de génotypage est donné dans la figure 37. Le témoin (T) correspond au
mélange réactionnel de la PCR en absence d’ADN : il n’y a pas eu d’amplification, donc le

mélange réactionnel n’était pas contaminé.
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Figure 37. Electrophorése des produits d’amplification. Les tailles des fragments
permettent d’identifier les différents génotypes (voir Tableau 11).

Les résultats des croisements sont présentés dans le Tableau 12 pour les lignées
constitutives et dans le tableau 13 pour les lignées inductibles. La fréquence attendue de
chaque génotype est 25%. Pour la lignée inductible, les fréquences sont de 29,4%, 20,6%,
23,5% et 26,5%. La différence entre fréquence observée et fréquence théorique n’est

statistiquement pas significative (Tableau 13).

En revanche, pour la lignée constitutive, nous avons observé que les fréquences des 4
génotypes sont de 31,0%, 10,3%, 41,4% et 17,2%. La différence entre fréquence observée et
fréquence théorique est statistiquement significative. Il est possible que I’inactivation

constitutive de HIF-1a soit délétére dans cette lignée (Tableau 12).

Femelle HIF" ™™ Cre"” Combinaisons alléliques

cre P | cre it | cremir” | cre’/Hir”
Male Cre” Lignée constitutive

HlF(lox/flox
Cre /HIF™*| 31,0% - 41,4% 17,2%

Tableau 12. Les différentes fréquences issues de croisements entre les lignées des
souris transgéniques constitutives.

Femelle HIF"**™ Cre"” Combinaisons alléliques

Cre ER">/HIF"* | Cre*ERT2/HIF"* | Cre'ER">/HIF* | Cre*ER"2/HIF™

Lignée inductible

Mile Cre™

Tableau 13. Les différentes fréquences issues de croisements entre les lignées des
souris transgéniques inductibles.
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1.2. La souris K14-Cre/HIF-10""""* développe des symptomes cutanés

au fur et a mesure de son vieillissement

L’observation des souris K14-Cre/HIF-10"""* au cours des 3 premiers mois n’a pas
révélé d’anomalies, en particulier au niveau de la peau. Nous avons néanmoins gardé les
souris jusqu’a un laps de temps de 18 mois afin d’observer ’apparition éventuelle d’un
phénotype cutané pathologique a long terme. A partir de 12 mois, des anomalies chez les

souris K14-Cre/HIF-10""" qu niveau de la taille et de la peau sont apparues (Figure 38 A):

1- Les souris deviennent de plus en plus petites par rapport aux témoins,
2- Une kératose se développe de maniere tres nette au niveau de la queue,

3- Une inflammation apparait au niveau du pourtour des yeux, de la bouche et du cou.

Du point de vue histologique, les coupes de la peau des souris K14-Cre/HIF-10//

et celles des souris contréles nous ont permis de confirmer ce que nous avons observé
macroscopiquement. La peau est beaucoup plus fine chez les souris déficientes a 12 mois
alors que I’histologie de la peau a 3 mois ne révele aucune différence au niveau de 1’épaisseur.
L’épiderme est trois fois plus épais au niveau de la queue chez les souris déficientes en HIF-
Lo en comparaison avec celles des souris controles (Figure 38 B et C).

De plus, la coloration hématoxyline-¢osine (HE) sur des coupes au niveau de la
bouche et du cou révele un recrutement de cellules inflammatoires a proximité de la couche
basale de I’épiderme (Figure 38 D). Un marquage de ces cellules sera indispensable afin de

confirmer ces résultats.
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A

Contréle K14-Cre/HIF™™ Contréle  K14-Cre/HIF™"™

Controle

B Controle K 14-C'reHIF- 1 oflox/flox

6 mois
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C Contréle F14-C'r e HIF- ] ofex/fiox

Queue

D K14-Cre/HIF™x

Bouche Cou

Figure 38. Caractérisation des souris K14-Cre/HIF-10"™*, A : Phénotype global des
souris K 14-Cre/HIF-10""" et celles des contrdles. B : Coupes histologiques (coloration HE)
au niveau de la peau (3 ou 12 mois). C: Coupes histologiques au niveau de la queue. D :
Coloration au niveau de la bouche et du cou indiquant la présence de cellules inflammatoires.
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Il est intéressant de noter que d’autres souris déficientes pour des molécules
d’adhésion ont montré le méme phénotype (inflammation et kératose) que notre modele de
souris. Cela nous permet de penser que HIF-1a joue un role trés important dans la jonction

dermo-¢épidermique.

1.3. L’absence de I’expression de HIF-lo. au niveau de I’épiderme
entraine chez la souris une diminution de la laminine-322 ainsi que de
Pintégrine 1

La laminine-322 est une protéine de la matrice extracellulaire et un composant majeur
de la membrane basale. Lors du processus de la cicatrisation, I’augmentation de 1’expression
de la laminine-332 est corrélée avec I’augmentation de 1’expression de HIF-1a (Fitsialos et
al., 2008). Nous avons voulu vérifier I’hypothése d’une baisse de l’expression de cette
laminine dans notre modele de souris. L’étude en immunofluorescence de la chaine y2 de la
laminine montre une baisse trés prononcée de cette dernieére au niveau de la membrane basale
(Figure 39). De maniére intéressante, les intégrines o3B1 et a6PB1, qui sont les récepteurs

principaux de la laminine-332, sont aussi fortement abaissées.
A ce stade de 1’étude, il nous est apparu surprenant qu’un tel déficit chez la souris ait

un retentissement aussi faible sur I’architecture de la peau et la cohésion entre I’épiderme et le

derme.
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Controle K14-Cre/HIF0x¥/lox

) . .
B1
100 pm

Figure 39. Immunofluorescence montrant I’expression de la chaine y2 de la
laminine-332 et de I’intégrine B1 (fluorescence rouge) dans la peau des souris
contrdles et celle des souris K14-Cre/HIF-10/""",

1.4. L’inactivation de HIF-1o au niveau de I’épiderme entraine chez la

souris un retard de la cicatrisation

Plusieurs études ont montré le role de la laminine-332 et des intégrines dans la
cicatrisation in vivo. Nous avons alors décidé d’approfondir 1’effet de la diminution cette
molécule ainsi que celle de ces récepteurs sur la cicatrisation chez les souris contrdles et
déficientes en HIF-1o. Nos résultats indiquent un retard au niveau de la cicatrisation chez les
souris déficientes en HIF-1a par rapport aux souris contrdles. Au jour 14, les souris contrdles
présentent une cicatrisation compléte en comparaison avec celle des souris K14-Cre/HIF-

Lo ™¥0ox (Figure 40).
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Figure 40. Test de cicatrisation chez les souris controles et les K14-Cre/HIF-
10" A : Etude macroscopique de la cicatrisation. Les souris ont subi un punch-
biopsie de 3 mm et une photo a été prise tous les deux jours. B : Coloration HE a 14
jours de la zone de cicatrisation. C : Quantification de la surface de cicatrisation en
fonction du temps.

Une souris K14-Cre/HIF-10"¥1°% 3 6t¢ gardée jusqu’a 30 jours. De fagon surprenante,
cette souris ne cicatrise pas ou trées mal. Nos résultats montrent que ’inhibition de HIF-1o
dans les kératinocytes provoque non seulement une diminution significative des molécules
d’adhésion (laminine-332 et intégrines) dans ces cellules mais aussi comme conséquence un

défaut de cicatrisation.

1.5. L’inactivation de HIF-1o (induite par injection du tamoxifene)

entraine brusquement une mortalité chez les souris K14-CreER"*/HIF-

1 aﬂox/ﬂox

Suite a I’observation que le phénotype des souris adultes déficientes pour HIF-1o dans
'épiderme est relativement 1éger sans de graves effets observés comme ceux chez les autres
souris knockdown des intégrines ou laminine-332, nous avons testé 'effet de la diminution
rapide de I’expression de HIF-1a aprés I'injection du tamoxiféne dans les souris inductibles

K14-CreER™/HIF-10""* De facon surprenante, toutes les souris injectées sont mortes
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dans les 15 jours apres traitement. Elles présentaient un amaigrissement trés rapide, une
akinésie et de multiples crofites sur la peau. L'examen histologique a révélé de fausses de-
épidermisations avec formation de crolites, contrastant avec 1’absence d’effet sur les controles
de type sauvage et les souris K14-CreER"*/HIF-10"""* non traitées au tamoxiphéne (Figure
41). Sur les zones sans lésions cliniquement détectables, 1’histo-pathologie a montré une
désorganisation de 1'épiderme avec des kératinocytes ¢largis et dystrophiques. Des structures
similaires ont été observées dans 1'épithélium buccal. Certaines souris K14-CreER"*/HIF-

laﬂox/flox

ont été biopsiées avant le traitement avec le tamoxiféne. Chez ces souris aucun
changement aigué n'a été retrouvé, en particulier la taille des kératinocytes. Fait intéressant, la
perte aigué de HIF-low dans 1'épiderme n'a pas permis de déterminer un phénotype
épidermolyse bulleuse, mais les changements histologiques sont plus en faveur d'un effet sur

le cycle cellulaire.

Controle avec K14-CreER™
TAM /HIF1¥1°% gans TAM

500 nm

K14-CreER™
/HIFﬂOX/ﬂOX
avec TAM

S00

Figure 41 : Etude histologique (coloration HE) de la peau des souris normales et
K14-CreERT2/HIF-10""* aprés injection de tamoxiféne (2 14 jours).
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2. Etude du role de HIF-1q., in vitro, dans les cellules humaines

2.1. L’inhibition de HIF-1a dans les kératinocytes humains entraine une
diminution d’expression de la laminine-332 ainsi que des intégrines qui

lui sont liées

Nous avons voulu déterminé si I’inhibition de HIF-1ow conduisait aussi a une baisse
d’expression de la laminine-332 et des intégrines correspondantes dans les kératinocytes
humains in vitro. Nous avons utilisé pour cela la technique des ARN interférents. Deux
vecteurs lentiviraux précédemment construits dans le laboratoire ont été utilisés: I'un shRFP,
I’autre shHIF-1a (voir leur structure dans matériels et méthodes). L’efficacité de transduction
des cellules, mesurée sur 1’expression de la GFP (ou EGFP) en cytométrie, se situe entre 85 et
90%. En utilisant la technique du western blot, nous avons obtenu une inhibition de 90% de

HIF-1a avec le shHIF-1oa alors qu’il n’y a pas d’effet avec le shRNA controle (shRFP)

(Figure 42).
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Figure 42. Inhibition de HIF-1a dans les kératinocytes. A : Expression de la GFP
indiquant I’efficacité de la transduction avec les deux vecteurs (shHIF-1o et shRFP). B :
Expression de HIF-1oe mesurée par Western blot dans les cellules non transduites (NT) et
celles transduites avec shHIF-1o ou shRFP. C : Quantification de I’expression de HIF-1o.
dans les cellules NT, shHIF-1o et shRFP montrant I’inhibition de cette protéine a 90 % (*
p< 0,01 versus NT).
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Nous avons alors étudié 1’expression des 3 chaines a3, y2 et B3 de la laminine
(toujours par Western blot) et les avons trouvé toutes les 3 diminuées de maniére homogene
(diminution de 60%). Il est a noter que les niveaux de collagéne de type IV (COL 1V, le plus
abondant au niveau de la peau) et de MMP-14 ne sont pas modifiés (Figure 43A). Afin de
confirmer ces résultats, une étude par immunofluorescence a été réalisée a 1’aide d’anticorps
spécifiques permettant de visualiser la laminine-332, la GFP (qui s’exprime en méme temps
que le shRNA) et l’actine (Figure 43C). Les résultats ont montré que les cellules
kératinocytaires non transduites et celles transduites avec shRFP sont capables d’adhérer, de
s’étaler, puis de migrer laissant derriere elles les traces de la laminine-332. En revanche, les
kératinocytes déficients en HIF-lo. deviennent de plus en plus ronds avec un défaut

d’adhésion parce qu’ils produisent trés peu de la laminine-332.
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cl

NT shRFP shHIF-la

Figure 43. Diminution significative de I’expression de la laminine-332. A : Western blot
montrant la diminution des chaines o3, B3 et y2 dans les kératinocytes transduits avec shHIF-
lo. en comparaison avec les autres cellules NT ou celles transduites avec shRFP. Aucun
changement au niveau du COL IV ou de MMP-14 n’a été noté. B : Quantification de
I’expression des chaines a3, B3 et ¥2 de la laminine-332 révele une diminution de 60 % suite
a I’inhibition de HIF-la. C: Etude en immunofluorescence confirmant 1’incapacité des
kératinocytes transduits avec shHIF-1o a adhérer et s’étaler avec une quantité tres faibles de
la laminine-332 de fagon dépendante du temps. La laminine est en rouge, la GFP en vert et
I’actine en violet.

Nous avons ensuite étudié le niveau d’expression des intégrines par cytométrie en flux
a I’aide d’anticorps spécifiques. Les résultats indiquent que le niveau d’expression des chaines
o6 et Bl des intégrines est significativement diminué. Une diminution de 20 et 40%

respectivement a ¢été¢ mise en évidence (Figure 44).
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Intégrine a6 Intégrine 1
shRFF shHIF-1ce shRFP shHIF-1ce

Figure 44. Diminution significative de ’expression des intégrines. A : Cytométrie en flux
montrant la diminution des intégrines o6 et 1 dans les kératinocytes transduits avec shHIF-
lo (ligne verte) en comparaison avec les autres cellules NT (ligne bleue) ou celles transduites
avec shRFP (ligne rouge). B : Quantification de I’expression de o6 et Bl qui montre leur
diminution & partir du quatriéme jour suite a I’inhibition de HIF-lo. C: Etude en
immunofluorescence révélant la diminution de I’expression des intégrines au cours du temps
(2, 4 et 6)). Les intégrines sont en rouge, GFP en vert et les noyaux sont en bleu.

Afin de vérifier le role joué par les intégrines dans le défaut d’adhésion, nous avons
traité des kératinocytes normaux avec des anticorps bloquants anti-o4 et anti-B1 et compté a 4
jours le nombre de cellules adhérentes (en comparaison avec des cellules non traitées). Nous
avons trouvé une diminution de 19 a 40% du nombre de cellules adhérentes, une diminution

similaire a celle obtenue avec des kératinocytes déficients en HIF-1a (Figure 45).
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Figure 45 : Blocage des intégrines par des AC anti 06 et 1 et mesure de ’adhésion
des cellules. * p < 0,05.
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2.2. L’inhibition de HIF-1o. dans les kératinocytes humains conduit a

I’incapacité de former des épidermes reconstruits (ER)

Nous avons utilisé¢ le modeéle humain d’épiderme reconstruit pour étudier le rdle de
HIF-1o dans la formation et/ou le maintien de I’architecture cutanée. Cette technique permet
d’étudier la capacité des kératinocytes a former un épiderme stratifi¢ avec les différentes
couches basale, épineuse, granuleuse et cornée. L’examen histologique des épidermes
reconstruits avec des kératinocytes déficients montre un défaut de la reconstruction
épidermique. En caractérisant I’expression de HIF-1o et EGFP par immunohistochimie, nous
avons constat¢ que les ER étaient majoritairement formés de kératinocytes normaux,

n’exprimant pas la GFP (Figure 46).
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Figure 46. L’inactivation de HIF-1a aboutit 2 une incapacité des kératinocytes a
former un épiderme reconstruit. Pour 1’expérience utilisant des kératinocytes
« transduits avec shHIF-1o», I’épiderme reconstruit contient des kératinocytes qui
expriment HIF-1o et pas la GFP, ce qui correspond a une présence des kératinocytes non
transduits pour la reconstruction épidermique. HE : hématoxyline-Eosine.

Afin de confirmer ce résultat, nous avons utilisé aux départs différentes quantités de
cellules pour la reconstruction épidermique. L’utilisation de 75 000 cellules déficientes
n’aboutit a la reconstruction d’aucun épiderme. En revanche, 75 000 cellules normales
utilisées au départ aboutissent & un pourcentage de reconstruction de 70%, alors que 150 000
cellules déficientes sont nécessaires pour obtenir un pourcentage similaire (Figure 47). Ceci

démontre la nécessité d’un minimum de cellules normales, NT pour la reconstruction.
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Figure 47. Formation d’ER en fonction du nombre de cellules de départ

Nous avons alors tenté de restaurer la reconstruction épidermique en ajoutant de la
laminine-332 sur le derme mort. L’histologie révele un ER avec une architecture normale
utilisant les cellules NT ou les cellules transduites avec shRFP. Par ailleurs, les cellules
transduites avec shHIF-1a arrivent a adhérer sur les dermes mais ne forment pas un RE.
L’immunohistologie de GFP montre bien la présence des cellules GFP positives, ce qui
montre la présence des kératinocytes transduits avec shHIF-1o (Figure 48). Nous pensons que

ces cellules finissent par mourir parce qu’elles ne sont ni capables de migrer ni de proliférer.
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Figure 48. L’ajout de la laminine-332 ne restaure pas la formation des ER.
Histologie des épidermes reconstruits en absence ou en présence de laminine-332.
L’immunohistochimie (IHC) indique la présence de cellules GFP" (pour shRFP et
shHIF-10), mais ne permet pas la reconstruction épidermique dans le cas de shHIF-1aL.

Les souris K14-Cre/HIF-10M¥ ﬂ‘”‘, comme il a ét¢é mentionné précédemment, ne
montrent aucun phénotype au niveau de la peau avant 12 mois. Cette observation nous a
permis de penser que les fibroblastes peuvent aider les kératinocytes déficients en HIF-1a au
niveau de la synthése de la laminine-332 et d’autres molécules permettant leur adhésion. Pour
cette raison, nous avons pensé¢ que la reconstruction épidermique par les kératinocytes
transduits avec shHIF-low pourrait étre possible a condition de les co-cultiver avec les
fibroblastes dermiques. Il convient d’ailleurs de noter que 1’interaction entre les kératinocytes
épidermiques et les fibroblastes dermiques conduit a un changement dans 1’expression des

genes codant pour les composants de la membrane basale (Marionnet et al., 2006).

Nos résultats montrent bien que la présence des fibroblastes aboutit a une

reconstruction épidermique avec plus de couches par rapport a celle formée juste par des
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kératinocytes normaux. En outre, les kératinocytes déficients en HIF-1o sont présents dans
ces épidermes mais ils sont toujours déplacés dans les couches suprabasales, ce qui est montré

par I'immunohistologie utilisant les AC anti GFP (Figure 49).

shRFF shHIF-lce

HE
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GFP
100 pum

Figure 49. La présence des fibroblastes n’est pas suffisante pour aider les
kératinocytes déficients en HIF-1al 2 donner une reconstruction épidermique.

Apres ces différents échecs, nous avons réalisé une cinétique (4, 6 et 8 jours) avec les
épidermes reconstruits en utilisant les cellules transduites avec shHIF-low 24 h apres
transduction. Le but était de voir si I’inhibition de HIF-lo induit la différenciation des
kératinocytes ou seulement I’apoptose. Nos résultats indiquent que les cellules knockout en
HIF-10 migrent, de fagon dépendante du temps, vers les couches supérieures de 1'épiderme.
De plus, la taille de ces cellules changent, deviennent plus grosses. Nous pensons que ces
cellules subissent une apoptose: c’est pourquoi elles s’¢liminent au fur @ mesure par migration
(Figure 50). Une fagon de vérifier cette apoptose est de réaliser une immunohistochimie anti
caspases et anti-GFP en méme temps pour co-localiser les kératinocytes transduits avec

shHIF-1c.
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Figure 50. La réalisation des ER 24h aprés la transduction de shHIF-10o ne
permet pas une reconstruction épidermique.

2.3. L’inhibition de HIF-1o aboutit 2 un arrét du cycle cellulaire et a

I’apoptose des kératinocytes
Nous avons voulu ensuite étudier la conséquence de I’inhibition de HIF-1o sur le
cycle cellulaire. Les résultats montrent clairement que le pourcentage de cellules en phase GO-
G1 augmente avec le temps, en méme temps qu’il existe une diminution du pourcentage de
cellules en phase S (Figure 51). La quantification du nombre des kératinocytes knockout en
HIF-1o et qui sont en arrét du cycle cellulaire indique une augmentation significative en

comparaison avec les cellules controles.
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Figure 51. L’inhibition de HIF-1a induit un arrét du cycle cellulaire dans les
kératinocytes. A : Cytométrie en flux utilisant le bromodéoxyuridine (BrdU) et le 7-
Amino-actinomycine D (7-AAD). B : Quantification. * p < 0,05 versus NT.
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L’étude de D’apoptose par marquage a I’iodure de propidium a montré une
augmentation des cellules apoptotiques au 4° jour (Figure 52 A). Ces cellules apoptotiques

sont clairement mises en évidence au microscope (Figure 52 B).
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Figure 52. L’inhibition de HIF-1o induit I’apoptose des cellules. A : Quantification
des cellules apoptotiques par 1’iodure de propidium. * p < 0,01 versus NT. B : image
caractéristique des cellules apoptotiques en microscopie optique a contraste de phase.
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Chapitre IV : Discussion et perspectives

HIF-1 est un facteur qui régule la transcription de plus de 200 génes impliqués dans
divers processus biologiques tels que 1’adhésion, la migration, la survie cellulaire, la
cicatrisation, I’angiogenese et d’autres. Récemment, nous avons montré que HIF-lo est
impliqué dans la réparation de I’ADN dans les kératinocytes humaines suite a 1’irradiation
UVB (Rezvani et al., 2010). Le microenvironnement modérément hypoxique de la peau
(Bedogni et al., 2005) favorise une augmentation de 1’expression de HIF-1a., ce qui suggere
un role important de ce facteur dans la peau. Mes travaux de theése ont été centrés sur le role
de HIF-1o dans la physiologie cutanée concernant la cicatrisation, in vivo, et 1’adhésion des
kératinocytes, in vitro, ou sur les épidermes reconstruits mais aussi son role dans la

photoprotection.
1. Role de HIF-1a dans la physiologie cutanée

1.1. Role de HIF-1o dans la régulation des molécules d’adhésion

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés a regarder I’effet de
I’invalidation de HIF-1o dans les kératinocytes. Cela nous a amené a choisir les épidermes
reconstruits (ER) comme modéle proche de la physiologie de la peau. Nos résultats ont
montré un défaut des kératinocytes qui n’expriment pas HIF-lao a former un épiderme
reconstruit. Ensuite, nous avons montré que le déficit de HIF-1o entraine une diminution
significative des trois chaines de la laminine-332 (a3, B3 et y2). Nos travaux confirment les
précédentes données (Fitsialos et al., 2008) qui ont montré que I’inactivation de HIF-1o dans
les kératinocytes aboutit & une diminution de la laminine-332 et que le gene codant pour la
chaine a3 est un geéne cible de HIF-1ow contenant des éléments de réponse (HRE) de ce
facteur. De fagon surprenante, I’ajout de la laminine-332 sur les dermes ne restaure pas la
capacité des kératinocytes déficients en HIF-1aw a former des ER. En consultant les donnés
bibliographiques, nous avons constaté que l’intégrine Bl est un géne cible de HIF-1o
contenant des HRE (Keely et al, 2009). Les intégrines, comme il a ét¢ déja mentionné
(4.3.2.3), sont des récepteurs indispensables a 1’adhésion, la migration et la prolifération
cellulaire (Giancotti et Ruoslahti, 1999 ; Berrier et Yamada, 2007). Les intégrines exprimées
au sein des kératinocytes sont les 061, 0634 et a3B1 (Watt, 2002). 11 est intéressant de noter

aussi que ces intégrines sont les récepteurs directs de la laminine-332 (Barczyk et Sergio,
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2010). Ces donnés, nous ont permis de penser que I’inhibition de HIF-1a pouvait réguler
aussi I’expression des intégrines. Nos résultats indiquent une diminution significative de
I’expression des intégrines o6 et B1 dans les kératinocytes déficients en HIF-1o de maniére
dépendante du temps. L’utilisation des anticorps bloquants contre ces intégrines dans les
kératinocytes exprimant ou non HIF-1o a montré que les intégrines a6 et B1 sont impliquées
dans 1’adhésion des kératinocytes. Ceci nous a permis de conclure que HIF-1x est
primordial pour I’adhésion des kératinocytes en régulant ’expression de la laminine-332

et ses récepteurs (intégrines 06 et B1).

La suppression épidermiques des intégrines ou la modulation de leurs fonctions, in
vivo, conduit a I’apparition de plusieurs phénotypes, tels que les blessures ou les défauts
dans la formation des follicules pileux (Benitah ez al., 2005 ; Watt et al., 2008). De plus, les
intégrines sont impliquées dans plusieurs manifestations épidermiques telles que
I’inflammation, I’hyperprolifération, les tumeurs et la formation de métastases (Guo et
Giancotti, 2004 ; Brakebusch et Fassler, 2005 ; Janes et Watt, 2006 ; Wilhelmsen et al., 2006 ;
Hobbs et Watt, 2003 ; Raymond et al., 2007). Des ¢tudes ont montré que I’intégrine 1 régule
'adhésion et la différenciation des cellules épidermiques, jouant un rdle essentiel dans la
formation et la morphologies des follicule pileux (Brakebusch et al., 2000 ; Raghavan ef al.,
2000 ; Watt, 2002 ; Grose et al., 2002). La surexpression de la forme mutée Try188Ile de
Pintégrine B1 humaine dans les kératinocytes murins induit une augmentation de la
sensibilit¢ épidermique a développer des tumeurs malignes et une diminution de la

différenciation tumorale (Ferreiro et al., 2009).

Dans le psoriasis, il a ét¢ montré une hyperprolifération des cellules épidermiques
accompagnée d’une expression élevée de I’intégrine a231. Cette expression est présente non
seulement dans la couche basale, mais aussi dans la couche suprabasale (Watt, 2002 ; Hertle
et al, 1992). Les souris transgéniques surexprimant D’intégrine a2B1 développent
spontanément un phénotype inflammatoire de la peau ressemblant & celui du psoriasis avec
une hyperplasie de 1'épiderme et une perturbation de la différenciation, in vivo (Carroll et al.,

1995) (Figure 53, d’apres Teige et al., 2010).
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Souris normale souris surexprimant o281

Figure 53. Histologie de la peau chez les souris normales et celles surexprimant o:2p1 sous
le promoteur involucrine, selon Teige ef al., 2010

Un des marqueurs des cellules souches interfolliculaires épidermiques humaines est
I’intégrine B1 (Jones et Watt, 1993 ; Jones et al., 1995 ; Jensen et al. 1999). Les kératinocytes
avec une expression élevée de B1 affichent des propriétés typiques de celles des cellules
souches, y compris leurs capacités a former des colonies, in vitro. Des résultats similaires ont
¢été également obtenus avec des cellules adultes humaines de la paume de la main, de la plante
des pieds et de la peau du sein qui expriment fortement 1 (Wan et al., 2003). La délétion de
B1 dans les kératinocytes aboutit a une diminution de la prolifération des cellules
progénitrices de la peau et de I'épithélium des glandes mammaires (Taddei et al., 2008). Les
souris exprimant seulement 15% du niveau normal de I’intégrine B1 développent un épiderme
un peu épais et quelques rares bulles de petite taille (Piwko-Czuchra et al., 2009). La plupart
des follicules pileux sont mal formés. Les kératinocytes primaires isolés de la peau de ces
jeunes souris adhérent a des substrats de la matrice extracellulaire, mais ne sont pas capables
de s’étaler, ni de proliférer, ni de survivre. Ces résultats suggerent qu’une réduction de
I’expression de B1 permet toujours I'adhésion mais est insuffisante pour activer les voies de
signalisation impliquées dans la réorganisation du cytosquelette, I’étalement cellulaire et la

prolifération.

Récemment, une étude effectuée par Giangreco et son équipe a confirmé que B1 est un
marqueur des cellules souches en comparant son expression dans trois groupes de peau : une

peau jeune (21 a 33 ans), une peau intermédiaire (51-59 ans) et une peau agée (plus de 60
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ans). Les auteurs ont montré une diminution significative de 1’expression de B1 avec 1’age,
suggérant que le vieillissement de la peau humaine est associée a une expression réduite de
marqueurs des cellules souches tels que I’intégrine B1 (Figure 54, d’aprés Giangreco et al.,

2010).

Figure 54. L’expression de I’intégrine 1 (immunofluorescence rouge) diminue avec
I’4ge chez I’homme (d’aprés Giangreco et al., 2010).

Ces données sont & comparer avec nos résultats chez les souris K 14-Cre/HIF-10/™/*

agées (de plus de 1 an) qui ont une peau plus fine et une diminution de 1’expression de
I’intégrine 1. HIF-1a pourrait alors avoir un role important au niveau des cellules souches
épidermiques par ’intermédiaire de son action sur le couple laminine-332/intégrine a2f31.
Nos résultats montrent aussi que les kératinocytes déficients en HIF-1ao migrent de facon
surprenante vers les couches suprabasales pour étre incorporés finalement dans la couche
cornée des épidermes reconstruits. La perte des kératinocytes déficients en HIF-1a ressemble
a celle décrite dans le vitiligo, ou on retrouve une perte chronique et progressive des
mélanocytes fonctionnels de 1’épiderme ainsi que d’une diminution de la réserve des
follicules, dont on ne connait pas encore la cause (Huggins et al., 2005 ; Taieb et Picardo,
2009). Ces résultats montrent I’importance de 1’approfondissement du role de HIF-1a dans la

prolifération, la migration et la différenciation terminale des kératinocytes.

Les souris jeunes (jusqu’a 6 mois) K14-Cre/HIF-10""* (« constitutives ») ont une
peau normale sans aucun phénotype remarquable. Cela peut étre expliqué par le fait que les
souris se sont habituées a 1’absence de HIF-1o dés leur naissance. En revanche, les souris
« inductibles » meurent rapidement (deux semaines) aprés I’injection de tamoxiféne en
montrant des micro-détachements au niveau de la peau. On ne connait pas encore la raison

pour laquelle ces souris ne peuvent survivre, mais on peut proposer I’hypothése suivante :
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I’inhibition de HIF-1a induit une diminution de la laminine-332 et des intégrines a6 et B1, ce
qui aboutit 2 un détachement de I’épiderme au niveau de la jonction dermo-épidermique,
provoquant une perte hydrique importante ainsi qu’une perte de poids. Connaissant le role de
la laminine-332 et des intégrines dans la physiologie de la barriére cutanée, ainsi que le role
des mutations dans le géne de la laminine-332 ou dans le geéne de I’intégrine a6 qui
conduisent a 1’épidermolyse bulleuse jonctionnelle (Uitto et Richard, 2005 ; Georges-
Labouesse et al, 1996), un role de HIF-ladans cette derniere maladie peut étre
raisonnablement envisagé : il serait alors intéressant de rechercher des mutations de ce gene

dans les cas atypiques ou non expliqués de la maladie.
1.2. Role de HIF-1a dans la cicatrisation

Le role de HIF-1a dans la cicatrisation a été démontré par plusieurs équipes (Fitsialos
et al, 2008 ; Elson et al., 2000 ; Scheid et al., 2002). De plus, I’environnement hypoxique au
niveau de la plaie induit une expression élevée de HIF-la.. Nos résultats montrent que
I’absence de HIF-1o chez les souris dgées K14-Cre/HIF-10""* aboutit 4 un retard de la
cicatrisation chez ces souris par rapport aux souris controles. Ces résultats peuvent étre
expliqués par le fait que 1’invalidation de HIF-1o. perturbe la prolifération et la migration des
cellules (fibroblastes et kératinocytes). En effet, I’hypoxie aigu€ augmente la prolifération des
fibroblastes dermiques humains, leur migration (Falanga et al., 1993 ; Mogford et al., 2002 ;
Lerman et al., 2003) et la migration des kératinocytes (O'Toole et al., 1997; Xia et al., 2001).
L’inhibition de HIF-1a induit une diminution de la laminine-332 qui a son tour provoque une
diminution de la migration cellulaire, in vitro, (Fitsialos et al., 2008). Nos résultats confirment
ces donnés in vitro et in vivo, mais ils ne sont pas en accord avec d’autres résultats obtenus
par O'Toole et al., 1997; Esco et al., 2001. Le premier groupe a montré que 1’hypoxie induit
une diminution de la laminine-332 ce qui favorise la migration des kératinocytes lors de la
réépithélialisation. Le deuxiéme groupe a démontré que I’hypoxie chronique entraine une
apoptose des kératinocytes car ils déposent moins de laminine-332 fonctionnelle dans la

matrice extracellulaire.

Le défaut au niveau de la cicatrisation était aussi signalé chez d’autres souris
déficientes en intégrines telles que a3f1 (Margadant et al., 2009). La stabilisation de HIF
améliore la cicatrisation chez les souris diabétiques db/db en augmentant 1’expression des

genes cibles de HIF qui sont importants dans la motilité, 1’angiogenése (Botusan et al.,
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2008). L’ensemble de ces observations et de la fonction de HIF-la connue dans les

différentes étapes de la cicatrisation fait de ce facteur une cible thérapeutique intéressante.

Dans ce contexte, il est indispensable de réaliser une étude compléte du role de HIF-

flox/flox

lo dans la cicatrisation chez les jeunes souris K14-Cre/HIF , afin de mieux comprendre

le role de ce facteur dans la physiologie de la peau jeune et vieille.

1.3. Role de HIF-1a dans la régulation de I’homéostasie épidermique

En plus de son role dans la régulation des geénes régulés par I’hypoxie, HIF-1a joue un
role central dans la détermination du destin cellulaire. Nos résultats montrent que les
kératinocytes déficients en HIF-1o subissent un arrét cellulaire en GO-G1 en comparaison
avec les cellules controles. De plus, les kératinocytes déficients en HIF-1ol montrent une
augmentation significative de l'apoptose. Nous supposons que la perte des intégrines ou la

présence de celles-ci dans un état non li¢ pourrait induire une apoptose dans les kératinocytes

(Desgrosellier et Cheresh, 2010).

Récemment, il a été constaté que HIF-1a contrdle le cycle cellulaire des kératinocytes
en régulant 1’expression de p21 (Cho er al, 2008). A des densités cellulaires fortes, les
kératinocytes subissent un arrét du cycle cellulaire en phase G1. En outre, I’inhibition de HIF-
la va affranchir les kératinocytes de 1’arrét du cycle cellulaire. Compte tenu des informations
actuellement disponibles (Ryan et al., 1998 ; Carmeliet et al., 1998 ; Sun et al., 2003), HIF-1a
semble inhiber la croissance tumorale dans des conditions hypoxiques en inhibant la
prolifération cellulaire. Par exemple, HIF-1a est un antagoniste de c-Myc, ce qui provoque un
arrét du cycle cellulaire (Huang, 2008). En outre, HIF-1o peut aussi interagir avec la f3-
caténine provoquant la dissociation du complexe B-caténine/TCF4 (transcription factor 4).
Etant donné que le géne c-Myc est activé par le complexe pB-caténine/TCF4, l'interaction entre
HIF-1o et B-caténine résulte en la diminution de I’expression de p21 provoquant 1’arrét du

cycle cellulaire (Kaidi et al., 2007) (Figure 55).
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Figure 55. Schéma représentant le mécanisme par lequel HIF-1o régule le cycle
cellulaire.

Il est intéressant d’approfondir la participation de HIF-1o dans la régulation des voies

de signalisation participant au cycle cellulaire et a 1’apoptose dans la physiologie cutanée.

2. Role de HIF-1o dans la réponse aux UVB

Nous avons montré, ainsi que d’autres auteurs, que 1’expression de HIF-la est
modulée apres 1’exposition aux UVB et joue un réle important dans la régulation des réponses
cellulaires a ce type de stress génotoxique (Rezvani et al, 2007). Les résultats de Rezvani et
collaborateurs indiquent que la production des ROS induite par les UVB a un effet biphasique
sur I'expression de HIF-1o. Les ROS cytoplasmiques produits rapidement aprés irradiation
inhibent l'expression de HIF-lo, par contre les ROS mitochondriaux produits plus
tardivement entrainent sa surexpresion. En outre, il a ét¢ montré que 1'effet pro-apoptotique de
HIF-1o dans les cellules irradiées est accompagné par la modulation de p53 suggérant un lien
entre la production des ROS UVB-induits, la variation de HIF-1o et la réparation de I'ADN.
Récemment, il a été montré que HIF-1 était activé par p38(MAPK) et était responsable de

I’induction de Noxa (une protéine pro-apoptotique de la famille BH3-only) provoquant
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I’apoptose par la voie intrinséque suite aux UVB (Nys et al., 2010). En accord avec ce role
pro-apoptotique, HIF-1ca a été signalé comme régulant I'expression de Noxa directement par
un HRE présent dans son promoteur (Kim er al., 2004). Cependant, la maniére dont
p38(MAPK) peut réguler HIF-1 n'est pas encore clairement élucidé, bien que plusieurs
hypothéses aient déja été proposées. Par exemple, p38(MAPK) pourrait phosphoryler
directement HIF-1o afin de le stabiliser et/ou activer les genes cibles (Kwon et al., 2005 ;
Rezvani et al, 2007). Sinon, p38(MAPK) peut réguler HIF-loiau niveau post-
transcriptionnel, par la stabilisation de son ARNm, ou par l'activation de Siah2 (une ligase E3

qui cible PHD3 et I’améne a la dégradation par le protéasome) (Khurana et al., 2006).

Le role de HIF-1a dans la réponse aux UVB a été aussi étudié par Cho et al., 2009, in
vitro et in vivo. Dans cette étude, suite a I’irradiation UVB, I’expression de HIF-1o0 diminue
dans les kératinocytes, induisant une augmentation de la prolifération de ces cellules (en
mesurant la phase S). En revanche, le traitement des kératinocytes avec le DMOG (ou
d’autres substances qui vont stabiliser HIF-1o avant I'irradiation) provoque un arrét du cycle
(GO-G1) apres irradiation. Par contre, chez les souris nude, les auteurs ont montré que les
UVB induisent une hyperplasie et que I’expression nucléaire de HIF-low est fortement
diminuée (Cho et al., 2009). Ces résultats suggerent que la dérégulation de HIF-1a suite a
I’irradiation UVB est associée a une hyperplasie de la peau. Nos résultats préliminaires en
utilisant les souris K14-Cre/HIF™™* montrent une hyper-kératinisation et aussi une
inflammation importante par rapport aux souris normales apres irradiation UVB chronique

(Figure 56).
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Figure 56. L’irradiation UVB induit une hyper-kératinisation chez les souris
déficientes en HIF-1o. A : Photo montrant les crotites sur le dos d’une souris K14-
Cre/HIF™™* par rapport a4 une souris contrdle. B : coloration HE démontrant la
hyper-kératinisation et 1’inflammation chez la souris K14-Cre/HIF™*,

Nous nous sommes aussi intéressés a étudier le role de HIF-1o dans la réparation de

I’ADN. Nous avons montré que HIF-1o régule 1’expression de XPC et XPD. En effet, la
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diminution de I’expression de HIF-1o immédiatement suite a I’irradiation UVB induit une
augmentation de 1’expression de ’ARNm de XPC. Cette augmentation est expliquée par la
compétition entre HIF-1a et Spl pour se lier au promoteur de XPC. L'interaction entre HIF-
lo et Spl a été décrite dans une autre voie de réparation de 1I'ADN, la réparation des
mésappariements (MMR). Le mécanisme par lequel I’hypoxie induit la suppression de MMR
suggere une concurrence entre HIF-1ow et Myc pour la liaison avec Spl, qui a son tour se lie
directement au promoteur de MSH2 (Koshiji et al., 2005). Spl se lie au promoteur MSH2
comme un interrupteur moléculaire en recrutant Myc en normoxie mais HIF-1a en hypoxie,
ce remplacement conduisant a la régulation négative de MSH2. Notre étude a montré que
HIF-1o et Spl peuvent se lier directement aux mémes séquences qui se chevauchent (C-

HRE3.3) sur le promoteur XPC, entrainant une surexpression de ce dernier.

Ces différents résultats regroupés montrent bien le role de HIF-1a dans la réponse aux
UVB. L’approfondissement de son rdle permet d’envisager HIF-loo comme une cible
thérapeutique dans la photocarcinogenése cutanée et la protection contre les cancers de la

peau UV-induits.
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Liste des abréviations

6-4PP 6-4 pyrimidine-pyrimidone
photoproduits

8-0x0-dG 8-0x0-2’désoxyguanosine
AP activator protein

ARD-1 ARrest Defective-1 protein
ARNT Aryl hydrocarbon Receptor

Nuclear Translocator

ASK apoptosis-signaling kinase 1
Asn803 asparagine 803

ATM Ataxia-telangiectasia-
mutated

ATR Ataxia-telangiectasia-

RAD3-related

BER réparation par excision de
base

bHLH base helix-loop-helix

BP pemphigoide bulleuse
BP180 collagéne de type XVII
CAD domaine C-TAD correspond

a la région C-terminale

Caspases cysteinyl aspartate-directed
proteases
CB3 cyanogen bromide-derived

CBC carcinome basocellulaire ou

en anglais BCC (Basal Cell Carcinoma)

CBP CREB Binding Protein
CDB cassures double brin

COFS syndrome  cérebro-oculo-
facial

COL 1V collagene de type IV

CPD cyclobutane-pyrimidine

CS syndrome de Cockayne

CSA et CSB Cockayne Syndrome A et B
CSB cassures simple brin

CSC carcinome  spinocellulaire
ou en anglais SCC (Squamous Cell

Carcinoma)

CSP mutations homozygotes de

type codon stop prématuré

DDSH Dyssegmental dysplasi

Silverman-Handmaker
DFO déféroxamine
DMOG dimethyloxalylglycine

DNA-PK phosphatidylinositol 3-

kinase-like kinases
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DSBR réparation des  cassures FIH-1 factor inhibiting HIF-1
double brin ) )
FN Fibronectine
EB Epidermolyse Bulleuse ] )
FSP fibroblast-specific protein—1
EBD Epidermolyse Bulleuse )
GGR réparation  Globale du
Dystrophique
Génome
EBJH Epidermolyse Bulleuse
H202 peroxyde d’hydrogene

Jonctionnelle de type Herlitz

HB-EGF heparin-binding-EGF-like
EDNRB endothelin receptor type B
growth factor

EGF Epidermal Growth Factor )
HD hémidesmosomes
EGFR Epidermal growth factor ) )
HE hematoxyline-éosine
receptor
Hémopexine hemopexin-like domain
EHS Engelbreth-Holm-Swarm
hHR23B human  homologue  of
EPO érythropoiétine rénale
RAD23,
ER épidermes reconstruits ou en ) )
HIF-1 Hypoxia-Inducible Factor-1
anglais RE (reconstructed epidermis)
HNF-4 Hepatocyte Nuclear Factor
ERCC1 Excision  Repair  Cross- A
Complementing 1 protein
HPSG heparan protéoglycanes
ERK Extracellular signal-
sulfate
regulated kinases
. HPTF HIF-1o proteasome
ES embryonic stem cell
targeting factor
FACIT collagénes associés aux
. . . HRE Hypoxia ResponseEelement
fibres ou (fibril-associated collagens with
interrupted triple helices) Hsp90 shock protein-90alpha
FAK Focal Adhesion kinase HUVEC human  umbilical  vein
) endothelial cells
FGF Fibroblast growth factor
FH fumarate hydratase
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ICAM

Molecule
[HC

IL

IMF

INFy

INK

K5 etK14
I'"ARN Pol II

LE

Intercellular Adhesion

Immunohistochimie
Interleukine
Immunofluorescence
Interferon-gamma

c-Jun N-terminal kinases
Kératine 5 ou 14

RNA polymerase II

laminin epidermal-

growthfactor-like

LF

LG

terminal

LMDS

sites
LN

Ln
Ln-332
LoxL2
LRP1

Lysine 532

LB

Laminin Four

domaines globulaires C-

locally multiply damages

domaine N-terminal
laminine

laminine-332 (at33372)
lysyl oxydase-like 2
LDL-receptor-related1
Lys532

laminin h-knob

MAPK Mitogen-activated  protein
kinase

MCIR melanocortin 1 receptor
MCP-3 Monocyte Chemoattractant
Protein-3

MDEM Dulbecco’s Modified
Eagles’s Medium

MDM?2 Murine Double Minute 2
MEC matrice extracellulaire

MEK methyl ethyl ketone

MITF Microphthalmia Associated

Transcription Factor

MMP M¢étalloprotéinases

MMR Réparation des
mésappariements

MSP Macrophage stimulating
protein

MT-MMP  Métalloprotéinases de type
transmembranaire

mTOR mammalian target of
rapamycin.

NAD domaine N-TAD correspond

a la région N-terminale

NADPH nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate-oxidase
NC régions non collagéniques
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NER

nucléotides
NF- «B
NF-1

NLS

Sequence

NO-

Réparation par excision de

nuclear factor-kappa B

nuclear factor-1

Nuclear Localisation

monoxyde d’azote

NSCLC : non-small lung cancer

02—
ODC
ODD
OH-
ONOO-

OSCC

carcinoma
P4H
PAF

PAI-1
inhibitor-1

PAR-1
Receptor-1

PAS

PCNA
Antigen

anion superoxide

Ornithine Décarboxylase
Oxygen-Dependent Domain
radical libre hydroxyle
nitroperoxyde

oral squamous cell

prolyl-4-hydroxylase
Platelet-activating factor

plasminogen activator

Activated

Protease

Per, Arnt, Sim motif

Proliferating Cell Nuclear

PDGF Platelet-derived growth
factor
PEST séquence riche en proline,

acide glutamique, sérine ou thréonine qui

se trouve dans plusieurs protéines

PHD prolyl-4-hydroxylase

PI3K Phosphoinositide 3-kinase
PLOD procollagéne lysyl-
hydroxylase

pol o/ ADN polymérases 6 ou &,
PTEN phosphatase and  tensin

homolog deleted on chromosome 10

pVHL protéine von Hippel Lindau

Racl Ras-related C3 botulinum

toxin substrate 1

RASI Rheumatoid arthritis
Synovial Inflammation
RECK Reversion inducing

Cysteine riche protein with Kasal motifs

Ref-1 Redox Factor-1

RGD trois acides aminés,
arginine-glycine-aspartique

ROS Reactive Oxygen Species
RPA Replication Protein A

RSUME RWD-containing

sumoylation enhancer
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RTX radiation thérapie

SBC sunburns cell

SCF stromal cell factor

SDF-1 Stromal Cell-Derived
Factor-1

SDH succinate dehydrogenase

SH groupement thiol

Snail zinc-finger  transcriptional
repressor

Spl Smad proteins and
transcription factor

SRC-1 Steroid Receptor

Coactivator-1

SUMO small ubiquitin-related
modifier

SVF sérum de veau fcetal

TAD domaines de transactivation
TAM tamoxifene

TCF4 transcription factor 4

TCR Réparation Couplée a la
Transcription

TFIIH transcription factor II H
TGF- Transforming Growth

Factor Beta

TIF2 transcription  intermediary
factor 2

TIMP Tissue Inhibitor of
Metalloproteinase

TNF-o Tumor Necrosis Factor-o
TPE Triplex-PGK-EGFP-
DeltaU3

TSC tuberous sclerosis

TSP-2 Thrombospondine-2

TTD Trichothiodystrophie

UCA cis- and trans-urocanic acid
USF Upstream Stimulatory
Factor

UV-DDB DDBI1-DDB2-containing

E3-ubiquitin ligase complex

VEGF Vascular endothelial growth
factor

XP Xeroderma Pigmentosum
a-DG I’a-dystroglycane

o-MSH o-melanocyte

specific hormone
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Abstract

In mouse and human skin, HIF-1a is constitutively expressed in the epidermis, mainly in the
basal layer. Critical systemic effects have been demonstrated: regulation of kidney
erythroproietin production in the mouse with constitutive HIF-la epidermal deletion and
hypervascularity following epidermal HIF-low overexpression. However, its local role in the
keratinocyte physiology has not been clearly defined. To address the function of HIF-1a
specifically in the epidermis, we used the mouse model of HIF-low knockout targeted to
keratinocytes (K14-Cre/HIF-10""%). These mice presented a delayed skin phenotype
characterized by skin atrophy and pruritic inflammation, partly mediated via basement membrane
disturbances involving laminin-332 (Ln-332) and integrins. We further investigated the relevance
of mouse findings in human skin using reconstructed epidermis and showed that upon HIF-1o
knockdown (HIF-105") human keratinocytes cannot reconstruct a viable epidermis. A
diminution of keratinocyte growth potential, following HIF-1a silencing, was associated with a
decreased expression of Ln-322 and o6 and B1 integrins. Finally, the blunt knockdown of HIF-1¢(
in the epidermis, cause by tamoxifen treatment of K14-Cre-ER™/HIF-10¥"* mice, induces
lethality with massive epidermal changes in aged mice. Overall, these results indicate a role of

HIF-1a in skin homeostasis especially during skin aging.
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Introduction

The skin is a barrier, which, among other functions, prevents the invasion of pathogens, limits
chemical and physical aggressions, and regulates the loss of water and electrolytes (1). It is a
complex organ composed of the epidermis and its appendages (sweat glands, hair follicles),
which are separated from the dermis by a basement membrane consisting primarily of laminins
and collagens (2). The epidermis is a highly dynamic stratified epithelium made principally from
keratinocytes. New differentiating keratinocytes continuously emerge from the proliferative basal
layer of the epidermis to replenish upper layers, progressively differentiating into the external
cornified and desquamating dead envelope. Skin is a naturally mild hypoxic (low oxygen) milieu
(3-6). Under acute injury, the microenvironment of a skin wound becomes even more hypoxic
following vascular disruption and high oxygen consumption by the cells located at the edge of the
wound and in the granulation tissue (6, 7). Repair of wounded epidermis requires both
keratinocyte migration and deposition of Ln-332 (8). Hypoxia promotes in vitro keratinocyte
motility (9). The hypoxic situation induces the synthesis and secretion of growth factors that
could either be mediated by a hypoxia-inducible factor (HIF)-dependent pathway or by a reactive

oxygen species (ROS)-dependent pathway that does not involve HIF (10).

The HIF family (HIF-1, -2 and -3) is related to the basic helix-loop-helix (bHLH) transcription
factor family. These factors are composed of two subunits, HIF-(, a tightly regulated one, and the
constitutively expressed HIF-1B (also called ARNT) (11-14). The activity of HIF-1 was
originally described as dependent on the oxygen level, whereas now it is well-admitted that many
factors such as growth factors, cytokines, hormones and ROS drive HIF-1 expression (12, 15).
Under atmospheric oxygen pressure (called normoxia), prolyl-hydroxylases (PHD) enable the

hydroxylation of two specific proline (P402 and P563 in human) present in the oxygen-dependent
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degradation domain (ODDD) of HIF-1{. The hydroxylation of HIF-1a is a prerequisite for the
association of this protein with the von Hippel-Lindau (VHL) E3-ligase, which consequently
leads to HIF-1( ubiquitination and targets the protein to the proteasome for degradation (16-18).
Reduced PHD activity due to the limited level of oxygen (hypoxia) results in the stabilization and
the accumulation of HIF-lo (19-23). HIF-1 regulates the expression of almost 200 genes
involved in many biological processes, including glycolysis, angiogenesis, apoptosis, adhesion,

migration, invasion and metastasis (24, 25).

Several data suggest that the expression of HIF-1{ by skin cells control the response of the
organism to oxygen, and can play a major role in skin homeostasis (26-28). Epidermis and
adnexae constitutionally express HIF-1( (3, 29, 30). By targeting its deletion to keratinocytes, it
has been recently evidenced that skin is a primary coordinator of the systemic hypoxic response
(31). This study has shown that modulation of cutaneous blood flow potentiate renal and hepatic
erythropoietin (EPO) synthesis in a HIF-1ow dependent manner. Moreover, HIF-1( overexpression
in keratinocytes expands skin dermal vasculature, suggesting a control of blood vessel growth
regulation by cutaneous cells (32, 33). HIF-1( has been demonstrated to drive the expression of
laminin-332 (Ln-332) (34), an extracellular glycoprotein composed of three chains ((3, ®3, ©2)
secreted by keratinocytes. The main role of Ln-332 is the maintenance of epithelial-mesenchymal
cohesion in tissues exposed to external forces, including skin, stratified squamous mucosa,
amnion and cornea (35). Ln-332 is involved in the attachment of the basal epidermal
keratinocytes to the basement membrane through its interaction with heterodimeric cell surface
receptors o6PB1, a6P4 and a3B1 integrins, which mediate adhesion of extracellular matrix (ECM)

to the cell cytoskeleton (36). Ln-332 has an important role in keratinocyte adhesion and migration

258



Annexes

(37). Indeed, loss of Ln-332 causes the most severe epidermolysis bullosa (EB) phenotype, EB

lethalis Herlitz (38, 39).

To address a more physiological role of HIF-1( in the skin, we first used a murine model of HIF-
1¢ knockout targeted to keratinocytes (K14-Cre/HIF-10"™""). These mice presented a delayed
skin phenotype, partly mediated through basement membrane disturbances involving Ln-332 and
integrins, suggesting an important role of HIF-1a in skin homeostasis during skin aging. Using
human reconstructed epidermis model, we investigated further the relevance of mouse findings
and showed that HIF-1o. knockdown (HIF-1(*") human keratinocytes cannot reconstruct a viable
epidermis. The adhesion deficiency of HIF-1¢*" cells was not only associated with decreased
expression of Ln-322 but also with a6 and B1 integrin downregulation. Finally, we used a
tamoxifen-inducible K14-Cre-ER™/HIF-1a"" mouse model inducing a blunt knockdown of
HIF-1a in the epidermis, which leads to a lethal skin-driven phenotype with massive epidermal

changes in aged mice.
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Results

Abnormal skin phenotype of the K14-Cre/HIF-1{"""""* aging mouse

HIF-1o-null embryos die before delivery, displaying many tissues abnormalities including neural
development and vascular defaults (40). To address in vivo the role of HIF-1ow in adult skin

physiology, we generated mice in which HIF-1a deficiency was restricted to keratinocytes by

crossing homozygous mice for floxed HIF-1o allele (HIF-1("¥"1°%

) (41) with mice expressing
Cre recombinase under the control of the keratinocyte-specific K14 promoter (K14-Cre) (42). As
previously reported by Boutin e al. (31), no apparent abnormal death rate was observed in the

flox/flox

neonatal period of HIF-1o-deficient mice. However, the ratio of K14-Cre/HIF-1¢ mice was

only 10.3% versus the 25% expected. During the first months of life K14-Cre/HIF-1("*"* mice

flox/flox mice

developed normally (data not shown). However, after 6 months, K14-Cre/HIF-1¢
started to be different from wild type mice in terms of skin phenotype, weight and behavior.
Indeed, K14-Cre/HIF-1¢"™"1* mice exhibit hair growth, hyperpigmentation and hyperkeratotic
epidermis of the tail (Figure 1A). In some mice, stratum corneum sloughing of the whole tail was
also noticed (data not shown). Pathology demonstrated a thickened epidermis, the presence of
pigment in basal layers, increased cell mass in granular layer and a hyper and parakeratotic horny
layer (Figure 1, B and C). At 12 months, features of epidermal lichenification and inflammation
became obvious with erosions and crusts around the eye, the mouth and the ventral part of the
neck (Figure 1, D-F). The K14-Cre/HIF-10™¥"* mice also showed weight loss and cervical
lymphadenopathies, possibly due to intractable pruritus. Morphological examination evidenced

epidermal thickening with massive dermal inflammation made of plasma cells and eosinophils

(Figure 1G). Cervical reactive inflammatory lymphadenopathy showed an infiltrate made up
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predominantly of plasma cells (data not shown). In non-inflammatory skin, epidermal and dermal
atrophy developing in K14-Cre/HIF-1(""* mjce between 6 and 12 months suggests an

accelerated skin aging (Figure 1, H-K).

Guided by studies showing a similar phenotype in integrin deficient mice (43) and other models
implying a key role of HIF-1 in the regulation of major components of the extracellular matrix
such as Ln-332 (34) and its receptor, the B1-integrin (44), we examined the expression of these
two molecules in the skin of K14-Cre/HIF-1{"™* mice. As shown by immunofluorescence
(Figure 1, L-O), the expression of the y2 chain (a subunit of Ln-332), and of the B1 integrin, were
dramatically decreased in the epidermal basement membrane zone as compared to its normal

counterpart.

HIF-1(regulates Ln-332 and integrin expression in human keratinocytes

Ln-332 plays an important role in the adhesion and migration of keratinocytes. Based on the role
of HIF-1( in the regulation of this adhesion molecule and its receptors in vitro (34, 44) and in vivo
(data presented above), we examined more comprehensively the expression of the Ln-332 chains
in human keratinocytes after inactivation of HIF-1{ in vitro. We used the shRNA strategy to
knock down the HIF-1{ gene. Efficient gene silencing (> 98% inhibition) was obtained with the
shHIF-1( vector in transduced cells whereas transduction with the control shRNA (shCTL) did
not disturb HIF-1({ expression (Figure 2A). HIF-1( extinction led to a strong and equivalent
decrease of all the three Ln-332 chains (63 £ 20%, 62 + 11% and 66 + 16% for the a3, B3 and Y2
chains, respectively) (Figure 2, B and C). No change was observed in the level of other adhesion

molecules such as collagen IV (COL IV) or enzymes involved in ECM remodeling such as
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MMP-14 in the same cells (Figure 2B). To confirm these results, laminin expression was
examined by immunofluorescence at different time points after transduction of keratinocytes
with the shHIF-1ow vector (Figure 2D). To identify the transduced keratinocytes GFP was
detected. Phenotypically, cells transduced with the shHIF-1o vector became rounded and did not
spread on plastic support with time, concomitantly to the decrease in Ln-332 subunits expression
(Figure 2C). In addition, no Ln-332 deposit was noted around the HIF-1o deficient cells in

oppose to the control and untransduced cells (Figure 2D, dashed line).

Since Ln-332-deficient keratinocytes from patients with epidermolysis bullosa (y2-deficient)
show only partial decrease in adhesion and migration (45, 46), we questioned whether the strong
effect of HIF-1a deficiency is related to the dysregulated expression of other adhesion molecules
such as are o6B4 and a3B1 integrins - the major receptors of Ln-332. In accordance with our
previous data obtained in mouse skin, flow cytometric analysis confirmed a significant decrease

of the a6 and B1 integrin at day-4 and -6 after HIF-1o inhibition (Figure 3, A-D).

HIF-1(downregulation impairs the formation of a reconstructed epidermis

To explore the role of HIF-1a in the physiologic environment, we used ?the reconstructed
epidermis (RE) model. First, we examined whether HIE-1(* keratinocytes were able to generate
a fully stratified epidermis. Keratinocytes transduced with the shHIF-low vector generated
epidermis with lower frequency, as compared to non-transduced or shCTL-transduced
keratinocytes. To determine the stability of HIF-l1ow inactivation and the origin of cells in
epidermal reconstructs, expression of HIF-1{ and GFP were then assessed by

immunohistochemistry (IHC). The rare epidermis obtained from HIF-1(*" keratinocytes were
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essentially formed by GFP-negative cells expressing HIF-1a, implying a phenotype of normal
keratinocytes (Figure 4A). To confirm these results, we used various seeding densities to
reconstruct epidermis (Figure 4B). Whereas 150,000 shHIF-1o-transduced cells were necessary
to obtain 70% of RE, only 75,000 non-transduced (NT) or shCTL-transduced cells were
sufficient to obtain 60-80% of RE, reflecting the minimal need of non-transduced cells for the

reconstruction.

Considering the data demonstrating a decrease in extracellular matrix (ECM) adhesion
molecules, we examined the possibility to rescue the adhesion defect of HIF-1(*" keratinocytes
by adding exogenous Ln-322 on dead dermis (Figure 4C). IHC examination revealed that some
GFP positive HIF-1(* keratinocytes were present but the morphology of the resulting epidermis

flox/flox ___ . :
T mice develop normal epidermis,

was poorly differentiated. Since young K14-Cre/HIF-1(
we wondered whether fibroblasts might be crucial for epidermal formation. Thus, we tested in
vitro whether addition of fibroblasts within the reconstructed epidermis enables HIF-1(""
keratinocyte seeding and growth (Figure 4D). Fibroblasts helped epidermis formation but the

presence of GFP in the upper epidermal layers indicated a transient rescue and a progressive

elimination of HIF-1(*" keratinocytes.

HIF-1(downregulation triggers cell cycle arrest and keratinocyte apoptosis

Because of the marked failure in epidermal reconstruction with HIF-1(" keratinocytes, we tested
whether HIF-1( deletion affects growth potentials of keratinocytes, too. Keratinocytes were
seeded on mitomycine C-treated 3T3 fibroblasts (feeder layer) in one day post-transduction (one

day) to prevent adhesion troubles. The number of colonies formed by HIF-10" keratinocytes
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was dramatically decreased as compared to CTL cells (Figure 5A, B). Moreover, the distribution
of the different types of colonies, according to their size and morphology, formed by HIF-10*"
cells and CTL cells was significantly affected. Indeed, 72% of colonies formed by HIF-1o"
cells consist of small colonies (< 1 mm) (Figure 5C). HIF-10 " prevented cells to form large
colonies (> 2 mm) (Figure 5C), which suggests an effect of HIF-1a downregulation on cell cycle
progression. Analysis of cell cycle progression in HIF-105P keratinocytes indicated that the
percentage of cells in phase GO/G1 increased with time, concomitantly with a decrease in the
percentage of cells in S phase (Figure 5, D and E). Increased apoptosis, measured by flow
cytometry, was also observed (Figure 5F) and typical apoptotic cells were clearly seen under the
microscope (data not shown). Altogether, these results suggest that downregulation of HIF-1(

triggers a significant decrease in growth potential of keratinocytes.

Aged K14-Cre/HIF-1{""""* mice have a delayed wound healing

Because of the strinking repression of Ln-332 and integrins noted in the K14-Cre/HIF-1( ¥

mice and the dramatic failure in epidermis reconstruction using HIF-1(*" keratinocytes, we were
puzzled to observe no bullae, severe erosions on pads or spontaneous wound healing defects in
the affected mice, except for the mild cephalic erosive lesions interpreted as consecutive to
scratching. We thus performed a wound healing assay using standardized biopsies on the back of
the mice. As compared to control wild type mice, there was a significant impairment of wound
healing in K14-Cre/HIF-1a"""* mice (Figure 6, A and B). Histologically, inflammation was not
increased but there was a delayed migration of keratinocytes from the margins of the wound

(Figure 6C).
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Tamoxifen induces epithelial changes and lethality in aged K14-Cre-ER™/HIF-1{"""""* mice

Following the finding that the phenotype in adult mice deleted for HIF-1a in epidermis was mild
in comparison with the observed effects in epidermal reconstructs, we tested the effect of a rapid
decrease in HIF-1a protein synthesis following tamoxifen injection in the conditional knockout
K 14-Cre-ER™/HIF-1{""* mouse model. Interestingly, almost all mice tested died within 14
days with similar clinical features including akinesia and poor feeding, and multiple spotted
crusts on skin. Histology revealed pits of deepidermization with crusting on top, as compared
with no effect on wild type controls and untreated K 14-Cre-ER"*/HIF-1("*1°* mice (Figure 7A).
On areas without clinically detectable lesions, a disorganization of the epidermis with enlarged
and dystrophic keratinocytes (Figure 7B, top right) was observed. Similar features were noted in
oral epithelium (Figure 7B, bottom right). There was no acute change in epidermis and in the of
keratinocytes when K 14-Cre-ER"/HIF-1(""/"* mice were biopsied before tamoxifen challenge.
Interestingly, the acute loss of HIF-1a in epidermis did not determine an epidermolysis bullosa

phenotype, but histologic changes are more in favor of an effect on cell cycle.
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Discussion

Besides known as the main transcription factor involving in oxygen sensing, HIF-1o has recently
been suggested to participate in epidermal physiology. HIF-1a has been shown to modulate
adhesion/migration of skin cells such as human fibroblasts (47) or keratinocytes in vitro (34).
Upregulation of HIF-loo has been observed during wound healing in mice, suggesting
involvement of HIF-l1o in tissue repair (48, 49). Strong HIF-l1ow expression has also been
demonstrated in hyperproliferative psoriasic keratinocytes (30). Consistent with this notion, our
present data in mice and human reconstructed epidermis models clearly point out HIF-1o as a

critical determinant of skin homeostasis.

We found that expression of Ln-322 and its receptors (i.e. o6 and B1 integrins) is decreased
following silencing of HIF-lotin human keratinocytes and is associated with a significant
deficiency in cell proliferation. Consistently, Fitsialos ef al. showed a preeminent role of HIF-1o
in keratinocyte adhesion and migration through regulation of Ln-332 expression. They found
hypoxia-response elements (HRE) in the Ln-332 promoter and proposed a direct regulation of
Ln-332 transcription by HIF-1o. (34). Furthermore, Keely ef al. showed HRE in the integrin B1
promoter and that HIF-1o directly regulates its transcription (44). Our results showed that HIF-
10*P cells are not capable to reconstitute an epidermis even in the presence of supplemental
exogenous laminin, indicating that deficiency in Ln-332 is not the only limiting factor in
epidermal development by HIF-10" cells. In accordance with that, it has been reported that
laminin-deficient cells could successfully reconstruct an epidermis (45, 46). Our data, further,
indicate that HIF-1ow downregulation leads to decreased expression of o6 and B1 integrins,

diminished keratinocytes colony-forming efficiency, and arrested cell cycle progression in GO/G1
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phase, which together could contribute to failure in reconstructing of epidermis. However, the
central position of HIF-low in the cell physiology (cell survival, apoptosis, cell motility,
cytoskeletal structure, cell adhesion and energy metabolism, ...) (13, 14) may render difficult the

identification of the exact mechanism by which this factor intervenes in epidermal development.

Our in vivo data in the K14-Cre/HIF-1a""" mice indicated that the loss of HIF-10. in epidermis
is harmful with aging. Consistently, Boutin ef al. has reported no obvious defects on skin
physiology of young K14-Cre/HIF-1a"" mice (31). Conversely, they demonstrated an
important extracutaneous effect of HIF-1a: depletion in epidermis in young mice. Indeed, loss of
HIF-1a in epidermis resulted in diminished renal and hepatic secretion of erythropoietin through
modulation of NO production (31). It is well acknowledged in humans that skin barrier
maturation is important immediately after birth and the premature babies can be oxygenated
through the skin (50). The role of HIF-1aw could thus, be crucial in the context of neonatal
adaptation to atmospheric conditions to increase the maturation of the epidermal barrier and
adaptation of neonatal dermal vascularisation via its angiogenic effectors (i.e. VEGF). We have
previously demonstrated a role of HIF-1a in keratinocyte response to UVB (51) and in the
regulatation of the DNA repair mechanisms in keratinocytes (52). Some of the regulated genes
(i.e. XPD) are involved in the transcription machinery and epidermal differentiation, as noted in
trichothiodystrophy which manifests at birth with a collodion membrane engaining the skin (53).
Thus, it is intriguing that mice epidermally deleted for HIF-1o. do not manifest a clear neonatal
skin phenotype, in our experience and in others (31). This suggests alternative or compensation

mechanisms in the prenatal and neonatal developing epidermis.

Our most striking finding was the acute skin failure provoked by acquired epidermal deletion of

HIF-1oa in one-year-old mice, in which the main identified features possibly leading to death
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were multiple skin microerosions and histologically apparent epidermal dystrophy. This acute
change contrasts with the stigma of skin aging noted in the epidermal constitutively deleted HIF-
loo mouse: dermo-epidermal atrophy, areas of marked pruritic inflammation, which affects
behavior and probably induces weight loss. The effect of constitutive epidermal HIF-1a deletion
on the expression of basal lamina proteins especially Ln-332, o6- and B1-integrins may affect the
whole epidermal physiology with more propensities to develop atrophy and inflammation.
Similar late inflammatory phenotypes have been reported in other mouse models targeting the
epidermal barrier including K14-Cre/Integrin (37 (43), the Filaggrin (Flg) (54) and the
Retinoic X Receptor (RXR) deficient mice (55). Clearly, structural anomalies in the basement
membrane (demonstrated in our model) or in the differentiated stratae (granular layer for the Flg®

" mouse) would lead to epidermal inflammation via different pathways.

Following cutaneous injury, a well-defined cascade of events called wound healing is activated,
which results in sealing the epidermal fault. Our data showed that loss of HIF-1a in keratinocytes
resulted in significant delay in wound healing in aged mice. In agreement with our results, Loh et
al. demonstrated a significantly impaired wound healing concomitant to reduced SDF-1a. level
and decreased HIF-1a in aged mice (56). Re-epithelization through proliferation and migration of
wound edge keratinocytes as well as neovascularisation play a pivotal role in wound healing
process (57). Thus, the dramatic impairment of wound repair in our mouse model may be due to
the diminished synthesis of basement membrane proteins such as B1 integrin or/and to reduced
adaptation to neovascularisation. Our histological assessment was more in favor of reduced re-
epithelization, which can be linked to the major effect of HIF-1a epidermal deletion on Ln-332
and integrin expression. Consistent with this, 1 integrin deficiency targeted to keratinocytes

have impaired re-epithelization (58). HIF-1a could also affect wound healing process through
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regulation or interaction with other factors including extracellular heat shock protein-90a
expression (47), Notch Ligand Delta 1 (59), or p21 (26), which have been shown to modulate

wound healing.

In conclusion, our study demonstrates that HIF-lo. is an important factor in epidermal
homeostasis, especially in aged skin and wound healing. Other functions might come to light
after more in-depth investigations across different age groups using this model. Most
interestingly, the type of inflammation noted might correspond to a new epidermal determinant of
atopic dermatitis, which is now detected in aging human individuals (60). The precise causes of
death in the inducible epidermal deletion model needs also to be investigated further because it
suggests some systemic effects driven by skin as already noted in the case of oxygen sensing and

kidney erythropoietin (31).
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Methods

Animals and experimental protocol

Breeding: the K14-Cre and K 14-Cre-ER" mouse strains were kindly provided by Dr. D. Metzger
(42). The HIF-1{"™* mouse strain was kindly obtained from Dr. R.S. Johnson (31). Crossing
the different strains generated the K14-Cre/HIF-1("1°* and K 14-Cre-ERT2/HIF-1(""1* mice.
In order to induce HIF ablation, 1 mg of 4-hydroxy-tamoxifen (OHT) was injected
intraperitoneally into 1 to 1.5 year-old K14-Cre-ER™/HIF-1{"™* mice for 5 consecutive days

as previously described (42).

Wound healing assay: general anesthesia was performed with 3% isoflurane. The hair of the back
was shaved with an electric shaver and the skin was rinsed with alcohol. Wound was performed
using an 8-mm biopsy punch. The animals were then caged individually and received

buprenorphine in accordance with the ethical committee of the University Bordeaux 2.

Source of human keratinocytes

Keratinocytes were isolated from normal human skin in patients undergoing plastic surgery as
previously described (51). Briefly, fresh skin fragments were immediately cut into 5 x 5-mm
pieces and treated with trypsin for 3 h at 37°C or overnight at 4°C to separate epidermis from
dermis. Keratinocytes were seeded at a concentration of 10° cells per cm” in MCDB153 medium,
supplemented with hydrocortisone (0.5 pg/ml), epidermal growth factor (10 ng/ml), insulin
(5 pg/ml), and bovine pituitary extract (70 ug/ml) (all from Sigma, Saint Quentin, France). The

medium was changed three times a week. When the cultures reached 70-80% confluence, the

270



Annexes

cells were detached with 10% trypsin and then resuspended in MCDB153 medium or were used

to reconstruct epidermis.

Lentiviral vector constructs and transduction procedure

The lentiviral vector TEEHshHIF1 (noted here shHIF-1a) used for transduction was constructed
as follows. The 21-sense and antisense oligonucleotides were designed in the 3’-coding region of
the human HIF-1o0 (GATGTTAGCTCCCTATATCCC) gene (51). The DNA fragments were
cloned downstream the polymerase III H1 promoter. The fragment containing the HI promoter
and the shRNA sequences was then introduced into the 3° U3 long terminal repeat (LTR) region
of the pTRIPAU3-EF10-EGFP-MCSAU3 kindly provided by P. Charneau (Institut Pasteur, Paris,
France). This vector contains the enhanced green fluorescent protein (EGFP) gene under the
control of the EFla promoter. A shRNA directed against the dsRed fluorescent protein
(TEEshRFP or shRFP), not expressed in mammalian cells, was used as control (noted thereafter
shCTL). A total of 5x 10° cells were plated in T25-flasks and incubated for 24 h in complete
medium. Before infection, medium was removed and cells were infected with viral supernatants
for 24 h at 37°C. After 1 to 5 days, the cells were trypsinized and used for coculture or epidermal
reconstruction. Before reconstruction, the percentage of EGFP-positive cells was analyzed by

flow cytometry on a FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, CA).

Preparation of epidermal reconstructs

Epidermal reconstructs were prepared according to a modified Prunieras technique, as already

described (61). In brief, normal skin samples were cut into 1 x 1 cm-pieces and then kept at 37°C
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for 15 days. Then, dermis was separated from epidermis (treated with alcohol) and stored at -
80°C. Normal human keratinocytes were seeded at 2 x 10> cells per cm® on the thawed dead
dermis. Twenty-four hours later, the dermis was immersed in culture medium for 72 h to allow

cell proliferation. Then, it was placed at the air/liquid interface for 7 days to allow differentiation.

To reconstruct the epidermis with both fibroblasts and keratinocytes, normal human fibroblasts
were first seeded at 2 x 10° cells per cm® on the thawed dead dermis. Twenty-four hours later, the
dermis was immersed in culture medium for 72 h to allow cell proliferation. Three days later, the
medium was removed and keratinocytes were added as already mentioned. To study the effect of
exogenous laminin, dead dermis were coated with 1 mg/ml of human Ln-332 (Immundiagnostik
AG, Bensheim, Germany) at 4°C over night. The normal human keratinocytes were then seeded

on this coated dead dermis.

Colony-forming assay

Cells were seeded at a density of 50 cells/cm® on mitomycine C-treated 3T3 fibroblasts in
complete Green’s media, which included cholera toxin (8.5 ng/ml), hydrocortisone (0.5 pug/ml),
epidermal growth factor (10 ng/ml), insulin (5 pg/ml), triiodo-I-thyronine (2 x 107 M) and 10%
fetal serum. After 10 days of culture, the dish was fixed in 4% formaldehyde for 10 min, washed
in PBS, and then stained with trypan blue for 1 h. The clones were counted under an inverted
microscope. Values are expressed as the ratio of the number colonies on the number of inoculated
cells. Three classes of colonies were distinguished according to diameter: > 2 mm, 1-2 mm, and
<1 mm (maximum 10 cells per colony). Large, intermediate, and small colonies presumably

corresponded to high, intermediate, and very low growth potentials, respectively.
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Histological and immunohistochemical studies

Reconstructs were fixed in 4% formaldehyde, embedded in paraffin, cut in 3 mm sections and
stained with hematoxylin-eosin to assess the general morphology of the epidermis. The
monoclonal antibodies against HIF-1{ (NB100-131, Novus Biologicas, Interchim, Montlucon,
France), laminin y2 (clone D4BS5, Millipore, Molsheim, France) and GFP (B-2 sc-9996 Santa

Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) were used for specific purposes.

Immunofluorescence microscopy

Subconfluent cells were fixed with 3% paraformaldehyde prepared in CB (cytoskeletal buffer;
pH 6.1; 10 mM Mes, 150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 5 mM MgCl, and 5 mM glucose) for 10 min
at room temperature (25°C) and permeabilized with 0.1% (v/v) Triton X-100 for 1 min. After 3
washes in CB, cells were incubated in blocking solution [1% BSA/2% FBS in TBS (Tris-buffered
saline; 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EGTA and 2 mM MgCI2, pH 7.5)] for 10 min. Cells
were then incubated with the primary antibodies (anti-laminin Y2 (clone D4B5, Millipore,
Molsheim, France), anti-actin (Sigma, France), or anti-GFP (B-2 sc-9996 Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany) diluted in blocking solution for 30 min, then with
rhodamine-phalloidin, Hoescht 33342 and the fluorescently labeled secondary antibody for
30 min. Between each step, cells were washed three times with TBS. The coverslips were washed
in water and mounted on to microscope slides using FMM (fluoromount mounting medium,
Clinisciences, Montrouge, France). Immunofluorescence was detected using a fluorescence
microscope (Eclipse TE2000, Nikon, Champigny sur Marne, France) and a DXM 1200 camera

(Nikon) (Lucia 5.0 acquisition software, Nikon) or by confocal imaging using an LSM510 Meta
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(Zeiss Systemes SA, Nanterre, France) inverted laser-scanning fluorescence microscope with
acquisition software (LSM 510 acquisition software, Zeiss) and an x63 (numerical aperture, 1.4)
oil immersion objective. Triple channel imaging using Hoescht 33342, Alexa Fluor® 488-
labelled secondary antibodies and rhodamine—phalloidin was obtained using selective laser
excitation at 350 nm, 488 nm and 543 nm, respectively. The images were processed using

Adobe® Photoshop 7.

o6 and Bl integrin expression analysis

At different time (2, 4 and 6 days), cells were fixed with 4% formaldehyde for 10 min at room
temperature and then permeabilized in 0.5% Triton-X-100 for 10 min at room temperature. After
washing with PBS, keratinocytes were incubated overnight at 4°C with a 1:200 dilution of either
the anti-o6 integrin (MAB1378, Millipore, Molsheim, France) or anti-B1 integrin (MAB1959,
Millipore, Molsheim, France) antibodies. After washing with PBS, cells were incubated with
Alexa-Fluor 532-coupled secondary antibody (1:200) for 1 h at room temperature. The integrin
expression (o6 and B1) was then monitored by flow cytometry to quantify the change in

geometric mean fluorescence over time.

Cell cycle and apoptosis analysis

Cell cycle analysis was performed using APC-linked anti-BrdU and 7-AAD according to the
manufacturer’s protocols (BD Biosciences). For apoptosis analysis, cells were incubated with

2.5 mg/ml propidium iodide (PI, Sigma) and immediately analyzed by flow cytometry.
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Western blotting Procedure

Equal amounts of total protein were resolved by SDS-PAGE and electrophoretically transferred
to phenylmethylsulfonyl fluoride membranes. Membranes were then incubated overnight at 4°C
with a 1:1000 dilution of the anti-HIF-1a (BD Transduction Laboratories, Le Pont de Claix,
France), anti-collagen IV (ab6586) or anti MMP14 (ab51074) (Abcam, Paris, France). After
additional incubation with a 1:10,000 dilution of an anti-immunoglobin horseradish peroxidase-
linked antibody (Vector Laboratories, Biovalley S.A, Marne la Vallée, France) for 1 h, blots were

developed using the chemiluminescence ECL reagent (Amersham Biosciences, Saclay, France).

Statistics
A Student’s paired t-test was used for comparison of differences between indicated groups.

*p < 0.05 was considered statistically significant.

275



Annexes

Acknowledgements

We would like to thank P. Charneau (Institut Pasteur, Paris, France) for providing the lentivector
pTRIPAU3-EF1a-EGFP-MCS, D. Metzger and P. Chambon (IGBMC, Strasbourg, France) for
the K14-Cre and K14-Cre-ER™ mouse strains and R.S. Johnson (UC San Diego, La Jolla, CA,
USA) for the HIF-10™"* mouse strain. We acknowledge P. Costet for technical assistance.

Nisrein Ali was granted by the Ministry of higher studies in Syria.

276



Annexes

References

1. Proksch, E., Brandner, J.M., and Jensen, J.M. 2008. The skin: an indispensable barrier.
Exp Dermatol 17:1063-1072.

2. Burgeson, R.E., and Christiano, A.M. 1997. The dermal-epidermal junction. Curr Opin
Cell Biol 9:651-658.

3. Bedogni, B., Welford, S.M., Cassarino, D.S., Nickoloff, B.J., Giaccia, A.J., and Powell,
M.B. 2005. The hypoxic microenvironment of the skin contributes to Akt-mediated
melanocyte transformation. Cancer Cell 8:443-454.

4. Evans, N.T., and Naylor, P.F. 1967. The oxygen tension gradient across human epidermis.
Respir Physiol 3:38-42.

5. Stewart, F.A., Denekamp, J., and Randhawa, V.S. 1982. Skin sensitization by
misonidazole: a demonstration of uniform mild hypoxia. Br J Cancer 45:869-877.

6. Varghese, M.C., Balin, A.K., Carter, D.M., and Caldwell, D. 1986. Local environment of
chronic wounds under synthetic dressings. Arch Dermatol 122:52-57.

7. Ninikoski, J., Heughan, C., and Hunt, T.K. 1972. Oxygen tensions in human wounds. J
Surg Res 12:77-82.

8. Frank, S., and Kampfer, H. 2003. Excisional wound healing. An experimental approach.
Methods Mol Med 78:3-15.

9. O'Toole, E.A., Marinkovich, M.P., Hoeffler, W.K., Furthmayr, H., and Woodley, D.T.
1997. Laminin-5 inhibits human keratinocyte migration. Exp Cell Res 233:330-339.

10. Sen, C.K., Khanna, S., Babior, B.M., Hunt, T.K., Ellison, E.C., and Roy, S. 2002.
Oxidant-induced vascular endothelial growth factor expression in human keratinocytes
and cutaneous wound healing. J Biol Chem 277:33284-33290.

1. Maxwell, P.H. 2004. HIF-1's relationship to oxygen: simple yet sophisticated. Cell Cycle
3:156-159.

12. Metzen, E., and Ratcliffe, P.J. 2004. HIF hydroxylation and cellular oxygen sensing. Biol
Chem 385:223-230.

13. Semenza, G.L. 2004. O2-regulated gene expression: transcriptional control of

cardiorespiratory physiology by HIF-1. J Appl Physiol 96:1173-1177; discussion 1170-
1172.

277



Annexes

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Wenger, R.H. 2002. Cellular adaptation to hypoxia: O2-sensing protein hydroxylases,
hypoxia-inducible transcription factors, and O2-regulated gene expression. Faseb J
16:1151-1162.

Kietzmann, T., and Gorlach, A. 2005. Reactive oxygen species in the control of hypoxia-
inducible factor-mediated gene expression. Semin Cell Dev Biol 16:474-486.

Berra, E., Ginouves, A., and Pouyssegur, J. 2006. The hypoxia-inducible-factor
hydroxylases bring fresh air into hypoxia signalling. EMBO Rep 7:41-45.

Ivan, M., Kondo, K., Yang, H., Kim, W., Valiando, J., Ohh, M., Salic, A., Asara, J.M.,
Lane, W.S., and Kaelin, W.G., Jr. 2001. HIFalpha targeted for VHL-mediated destruction
by proline hydroxylation: implications for O2 sensing. Science 292:464-468.

Maxwell, P.H., Pugh, C.W., and Ratcliffe, P.J. 2001. The pVHL-hIF-1 system. A key
mediator of oxygen homeostasis. Adv Exp Med Biol 502:365-376.

Huang, L.E., Gu, J., Schau, M., and Bunn, H.F. 1998. Regulation of hypoxia-inducible
factor lalpha is mediated by an O2-dependent degradation domain via the ubiquitin-
proteasome pathway. Proc Natl Acad Sci U S A 95:7987-7992.

Kallio, P.J., Wilson, W.J., O'Brien, S., Makino, Y., and Poellinger, L. 1999. Regulation of
the hypoxia-inducible transcription factor lalpha by the ubiquitin-proteasome pathway. J
Biol Chem 274:6519-6525.

Salceda, S., and Caro, J. 1997. Hypoxia-inducible factor lalpha (HIF-1lalpha) protein is
rapidly degraded by the ubiquitin-proteasome system under normoxic conditions. Its
stabilization by hypoxia depends on redox-induced changes. J Biol Chem 272:22642-
22647.

Semenza, G.L., and Wang, G.L. 1992. A nuclear factor induced by hypoxia via de novo
protein synthesis binds to the human erythropoietin gene enhancer at a site required for
transcriptional activation. Mol Cell Biol 12:5447-5454.

Wang, G.L., Jiang, B.H., Rue, E.A., and Semenza, G.L. 1995. Hypoxia-inducible factor 1
is a basic-helix-loop-helix-PAS heterodimer regulated by cellular O2 tension. Proc Natl
Acad Sci U S A 92:5510-5514.

Pouyssegur, J., Dayan, F., and Mazure, N.M. 2006. Hypoxia signalling in cancer and
approaches to enforce tumour regression. Nature 441:437-443.

Semenza, G.L. 2003. Targeting HIF-1 for cancer therapy. Nat Rev Cancer 3:721-732.

278



Annexes

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Cho, Y.S., Bae, J.M., Chun, Y.S., Chung, J.H., Jeon, Y.K., Kim, L.S., Kim, M.S., and
Park, J.W. 2008. HIF-lalpha controls keratinocyte proliferation by up-regulating
p21(WAF1/Cipl). Biochim Biophys Acta 1783:323-333.

Liu, L., Marti, G.P., Wei, X., Zhang, X., Zhang, H., Liu, Y.V, Nastai, M., Semenza, G.L.,
and Harmon, J.W. 2008. Age-dependent impairment of HIF-1alpha expression in diabetic
mice: Correction with electroporation-facilitated gene therapy increases wound healing,
angiogenesis, and circulating angiogenic cells. J Cell Physiol 217:319-327.

Michaylira, C.Z., and Nakagawa, H. 2006. Hypoxic microenvironment as a cradle for
melanoma development and progression. Cancer Biol Ther 5:476-479.

Distler, O., Distler, J.H., Scheid, A., Acker, T., Hirth, A., Rethage, J., Michel, B.A., Gay,
R.E., Muller-Ladner, U., Matucci-Cerinic, M., et al. 2004. Uncontrolled expression of
vascular endothelial growth factor and its receptors leads to insufficient skin angiogenesis
in patients with systemic sclerosis. Circ Res 95:109-116.

Rosenberger, C., Solovan, C., Rosenberger, A.D., Jinping, L., Treudler, R., Frei, U.,
Eckardt, K.U., and Brown, L.F. 2007. Upregulation of hypoxia-inducible factors in
normal and psoriatic skin. J Invest Dermatol 127:2445-2452.

Boutin, A.T., Weidemann, A., Fu, Z., Mesropian, L., Gradin, K., Jamora, C., Wiesener,
M., Eckardt, K.U., Koch, C.J., Ellies, L.G., et al. 2008. Epidermal sensing of oxygen is
essential for systemic hypoxic response. Cell 133:223-234.

Elson, D.A., Thurston, G., Huang, L.E., Ginzinger, D.G., McDonald, D.M., Johnson,
R.S., and Arbeit, J.M. 2001. Induction of hypervascularity without leakage or
inflammation in transgenic mice overexpressing hypoxia-inducible factor-lalpha. Genes
Dev 15:2520-2532.

Kim, K.S., Rajagopal, V., Gonsalves, C., Johnson, C., and Kalra, V.K. 2006. A novel role
of hypoxia-inducible factor in cobalt chloride- and hypoxia-mediated expression of IL-8
chemokine in human endothelial cells. J Immunol 177:7211-7224.

Fitsialos, G., Bourget, 1., Augier, S., Ginouves, A., Rezzonico, R., Odorisio, T.,
Cianfarani, F., Virolle, T., Pouyssegur, J., Meneguzzi, G., et al. 2008. HIF1 transcription
factor regulates laminin-332 expression and keratinocyte migration. J Cell Sci 121:2992-

3001.

279



Annexes

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Ryan, M.C., Christiano, A.M., Engvall, E., Wewer, U.M., Miner, J.H., Sanes, J.R., and
Burgeson, R.E. 1996. The functions of laminins: lessons from in vivo studies. Matrix Biol
15:369-381.

Watt, F.M. 2002. Role of integrins in regulating epidermal adhesion, growth and
differentiation. Embo J 21:3919-3926.

Rousselle, P., Lunstrum, G.P., Keene, D.R., and Burgeson, R.E. 1991. Kalinin: an
epithelium-specific basement membrane adhesion molecule that is a component of
anchoring filaments. J Cell Biol 114:567-576.

Fine, J.D., Eady, R.A., Bauer, E.A., Bauer, J.W., Bruckner-Tuderman, L., Heagerty, A.,
Hintner, H., Hovnanian, A., Jonkman, M.F., Leigh, 1., et al. 2008. The classification of
inherited epidermolysis bullosa (EB): Report of the Third International Consensus
Meeting on Diagnosis and Classification of EB. J Am Acad Dermatol 58:931-950.
Nakano, A., Chao, S.C., Pulkkinen, L., Murrell, D., Bruckner-Tuderman, L., Pfendner, E.,
and Uitto, J. 2002. Laminin 5 mutations in junctional epidermolysis bullosa: molecular
basis of Herlitz vs. non-Herlitz phenotypes. Hum Genet 110:41-51.

Ryan, H.E., Lo, J., and Johnson, R.S. 1998. HIF-1 alpha is required for solid tumor
formation and embryonic vascularization. Embo J 17:3005-3015.

Cramer, T., Yamanishi, Y., Clausen, B.E., Forster, 1., Pawlinski, R., Mackman, N., Haase,
V.H., Jaenisch, R., Corr, M., Nizet, V., et al. 2003. HIF-1alpha is essential for myeloid
cell-mediated inflammation. Cell 112:645-657.

Indra, A.K., Warot, X., Brocard, J., Bornert, J.M., Xiao, J.H., Chambon, P., and Metzger,
D. 1999. Temporally-controlled site-specific mutagenesis in the basal layer of the
epidermis: comparison of the recombinase activity of the tamoxifen-inducible Cre-ER(T)
and Cre-ER(T2) recombinases. Nucleic Acids Res 27:4324-4327.

Margadant, C., Raymond, K., Kreft, M., Sachs, N., Janssen, H., and Sonnenberg, A. 2009.
Integrin alpha3betal inhibits directional migration and wound re-epithelialization in the
skin. J Cell Sci 122:278-288.

Keely, S., Glover, L.E., MacManus, C.F., Campbell, E.L., Scully, M.M., Furuta, G.T.,
and Colgan, S.P. 2009. Selective induction of integrin betal by hypoxia-inducible factor:
implications for wound healing. Faseb J 23:1338-1346.

280



Annexes

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Gagnoux-Palacios, L., Vailly, J., Durand-Clement, M., Wagner, E., Ortonne, J.P., and
Meneguzzi, G. 1996. Functional Re-expression of laminin-5 in laminin-gamma2-deficient
human keratinocytes modifies cell morphology, motility, and adhesion. J Biol Chem
271:18437-18444.

Vailly, J., Gagnoux-Palacios, L., Dell'Ambra, E., Romero, C., Pinola, M., Zambruno, G.,
De Luca, M., Ortonne, J.P., and Meneguzzi, G. 1998. Corrective gene transfer of
keratinocytes from patients with junctional epidermolysis bullosa restores assembly of
hemidesmosomes in reconstructed epithelia. Gene Ther 5:1322-1332.

Li, W., Li, Y., Guan, S., Fan, J., Cheng, C.F., Bright, A.M., Chinn, C., Chen, M., and
Woodley, D.T. 2007. Extracellular heat shock protein-90alpha: linking hypoxia to skin
cell motility and wound healing. Embo J 26:1221-1233.

Biswas, S., Roy, S., Banerjee, J., Hussain, S.R., Khanna, S., Meenakshisundaram, G.,
Kuppusamy, P., Friedman, A., and Sen, C.K. 2010. Hypoxia inducible microRNA 210
attenuates keratinocyte proliferation and impairs closure in a murine model of ischemic
wounds. Proc Natl Acad Sci U S A 107:6976-6981.

Elson, D.A., Ryan, H.E., Snow, J.W., Johnson, R., and Arbeit, J.M. 2000. Coordinate up-
regulation of hypoxia inducible factor (HIF)-1alpha and HIF-1 target genes during multi-
stage epidermal carcinogenesis and wound healing. Cancer Res 60:6189-6195.

Fluhr, J.W., Darlenski, R., Taieb, A., Hachem, J.P., Baudouin, C., Msika, P., De
Belilovsky, C., and Berardesca, E. 2010. Functional skin adaptation in infancy - almost
complete but not fully competent. Exp Dermatol 19:483-492.

Rezvani, H.R., Dedieu, S., North, S., Belloc, F., Rossignol, R., Letellier, T., de Verneuil,
H., Taieb, A., and Mazurier, F. 2007. Hypoxia-inducible factor-1alpha, a key factor in the
keratinocyte response to UVB exposure. J Biol Chem 282:16413-16422.

Rezvani, H.R., Mahfouf, W., Ali, N., Chemin, C., Ged, C., Kim, A.L., de Verneuil, H.,
Taieb, A., Bickers, D.R., and Mazurier, F. 2010. Hypoxia-inducible factor-lalpha
regulates the expression of nucleotide excision repair proteins in keratinocytes. Nucleic
Acids Res 38:797-8009.

Morice-Picard, F., Cario-Andre, M., Rezvani, H., Lacombe, D., Sarasin, A., and Taieb, A.
2009. New clinico-genetic classification of trichothiodystrophy. Am J Med Genet A
149A:2020-2030.

281



Annexes

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Oyoshi, M.K., Murphy, G.F., and Geha, R.S. 2009. Filaggrin-deficient mice exhibit
TH17-dominated skin inflammation and permissiveness to epicutaneous sensitization
with protein antigen. J Allergy Clin Immunol 124:485-493, 493 e481.

Li, M., Chiba, H., Warot, X., Messaddeq, N., Gerard, C., Chambon, P., and Metzger, D.
2001. RXR-alpha ablation in skin keratinocytes results in alopecia and epidermal
alterations. Development 128:675-688.

Loh, S.A., Chang, E.I., Galvez, M.G., Thangarajah, H., El-ftesi, S., Vial, LN., Lin, D.A.,
and Gurtner, G.C. 2009. SDF-1 alpha expression during wound healing in the aged is HIF
dependent. Plast Reconstr Surg 123:65S-75S.

Martin, P. 1997. Wound healing--aiming for perfect skin regeneration. Science 276:75-81.
Grose, R., Hutter, C., Bloch, W., Thorey, 1., Watt, F.M., Fassler, R., Brakebusch, C., and
Werner, S. 2002. A crucial role of beta 1 integrins for keratinocyte migration in vitro and
during cutaneous wound repair. Development 129:2303-2315.

Estrach, S., Legg, J., and Watt, F.M. 2007. Syntenin mediates Deltal-induced
cohesiveness of epidermal stem cells in culture. J Cell Sci 120:2944-2952.

Tanei, R. 2009. Atopic dermatitis in the elderly. Inflamm Allergy Drug Targets 8:398-
404.

Cario-Andre, M., Briganti, S., Picardo, M., Nikaido, O., Gall, Y., Ginestar, J., and Taieb,
A. 2002. Epidermal reconstructs: a new tool to study topical and systemic photoprotective

molecules. J Photochem Photobiol B 68:79-87.

282



Annexes

Figure legends

Figure 1. Macroscopic and histological skin changes in aging K14-CRE/HIF-10."""* mouse.

(A) At 12 months, the KI4-CRE/HIF-10"™""* mouse exhibits hair growth,
hyperpigmentation and a hyperkeratotic epidermis in the tail. (B and C) Differences are
observed in pathology sections: thickened epidermis, pigment in basal layers (indicated by
arrows), increased cells in granular layer, and hyperparakeratotic horny layer. At 12 months
other features of epidermal lichenification and inflammation (D) become obvious around the
eye (E), the mouth and the ventral aspect of the neck, with erosions and crusts (F). (G)
Lichenified epidermis with massive dermal inflammation. (H-K) At six months of age,
changes are not detectable in skin thickness, but at 12 months epidermal thinning and dermal
atrophy are noticeable. (L-O) Reduced expression of Ln-332 2 chain and 1 integrin
observed by immunofluorescence. Skin biopsies were obtained on the back at age 12 months

and stained for immunofluorescence as indicated in Methods.

Figure 2. HIF-1o knockdown alters Ln-332 expression in human keratinocytes in culture. (A)
Efficient extinction of HIF-1aw by RNA interference mediated by lentiviral vectors. Western
blot analysis in normal non-transduced keratinocytes (NT) and 4 days after transduction of the
same cells with the control vector shCTL or the shHIF-1o vector. Equal loading protein was
confirmed by B-actin quantification. (B) Western blot analysis and (C) quantification of Ln-
332 a3, B3 and Y2 chains expression indicates a dramatic decrease in the expression of the
Ln-332 subunits after HIF-1a*". (C) The protein bands corresponding to Ln-332 o3, B3 and
Y2 chains were quantified. Data are presented as the mean=+S.D. of 3 independent
experiments. *, p <0.05. (D) Detection of Ln-332 y2 chain (red staining), GFP (green), and

actin (purple) expression by immunofluorescence in keratinocytes at different times after
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transduction confirms that adhesion and migration are disturbed in HIF-1(*" keratinocytes in
a time-dependant manner. Dashed line depicts laminin Y2 deposit around the cells. Arrows

indicate GFP-positive cells.

Figure 3. HIF-1o knockdown affects o6 and B1 integrins expression in human keratinocytes.
(A and B) Flow cytometry analysis of cultured keratinocytes, 2, 4 and 6 days after
transduction, shows a drop of a6 and B1 integrins expression. (C and D) Relative mean of
fluorescence is measured as depicted in A and B and the values compared to the NT value. (E
and F) Detection of o6 and Pl integrins (red staining), and GFP (green) by
immunofluorescence in cells at different times after transduction confirms the progressive lost
of integrins expression in HIF-10" keratinocytes. Blue: DAPI (nuclei). Data are the

mean £ S.D. of three independent experiments. * p < 0.05.

Figure 4. HIF-1( knockdown prevents the reconstruction of a fully stratified epidermis. (A)
Hematoxilin-eosin (HE) staining indicates that all groups [i.e. non-transduced (NT), shCTL
and shHIF-lo-transduced cells] form a normal reconstructed epidermis. In contrast,
immunohistochemical analysis using anti-HIF-1( and anti-GFP antibodies expression for the
same epidermis shows absence of transduced cells in the epidermis reconstructed with the
shHIF-1o-transduced cells. (B) Relative number of epidermal reconstructs formed in relation
with the number of inoculated cells. In the case of HIF-10", epidermal reconstruction is only
possible because of the presence of non-transduced keratinocytes. Data are the mean + S.D. of
four independent experiments. * p < 0.05. (C) Effect of dead dermis coating by exogenous
Ln-332. shHIF-1o-transduced GFP-positive cells can be detected indicating that some HIF-

10*P keratinocytes can adhere to the modified substrate (bottom right), but the architecture of



Annexes

the resulting reconstruct is poorly organized with an absence of normal differentiation
(nucleated cells in upper epidermis). (D) Introduction of fibroblasts in reconstructs helps the
growth of HIF-10P cells in reconstructs which are better differentiated compared to the same
group of cells in C, but the location of GFP cells is mostly in differentiated layers (bottom

right, arrows), suggesting a progressive elimination of HIF-10" keratinocytes.

Figure 5. Knockdown of HIF-1a results in diminished growth potential of keratinocytes, cell
cycle arrest in GO/G1 phase, and apoptotic cell death. (A-C) Colony-forming efficiency and
distribution of colony types were assessed following transduced and untransduced
keratinocyte cultures onto mitomycine C-treated 3T3 fibroblasts as a feeder layer. Note the
significant decrease in colony forming efficiency and in formation of big colonies (> 2 mm)
by HIF-10" cells compared with CTL cells. (D) Flow cytometry analysis of cell cycle
progression indicates increased percentage of cells in GO-G1 phase with time, concomitantly,
with a decrease in the percentage of cells in S phase. (E) Graphic representation of the
distribution of cells in the G1, S, and G2 phases. (F) Study of apoptosis using propidium
iodide demonstrating a progressive increase in the percentage of apoptotic cells in shHIF-1a
transduced cells in a time dependent-manner. Data for E and F are the mean £+ S.D. of three

independent experiments. * p < 0.05.

Figure 6. Wound healing is delayed in K14-Cre/HIF-10"""* aged mice. (A) The time course
of wound healing in two representative wild type and HIF-1a deficient mice shows dramatic
impairment of skin regeneration in the absence of HIF-1ow expression in keratinocytes. (B)

Wound surface measurements over time indicate significant difference in kinetics of wound
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healing after 14 days. (C) Histology of scar at sacrifice (14 days) evidences delay in re-

epithelialization without marked increase in skin inflammation.

Figure 7. Chronic HIF-1o deletion by tamoxifen injection in aged K14-Cre-ER"*/HIF-

1 aﬂox/ﬂox

mice provokes epidermis change and animal death. One-year old mice were
intraperitoneally injected with 1 mg of 4-hydroxy-tamoxifen. (A) Histology reveals pits of
deepidermization with crusting on top (right), as compared with wild type and untreated K14-
Cre-ER"/HIF-1{""* ¢ontrol mice. (B) On areas without clinically detectable lesions, note a
disorganization of the epidermis with enlarged and dystrophic keratinocytes (top right).
Similar features were noted in oral epithelium (bottom right). (C) In some K14-Cre-

ER™/HIF-1({"™* mice, before (left) and after (right) tamoxifen injection, the size of

keratinocytes is not changed.
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Figure2
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Figure 6
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Running Title

XPC silencing triggers neoplastic transformation

Summary

We took advantage of the intrinsic genomic instability arising in the nucleotide excision
repair disease xeroderma pigmentosum C (XPC) to understand the inter-relationships
between genomic instability and metabolic alterations in the neoplastic transformation. We
show that knockdown of XPC in normal human keratinocytes (XPCFPNHEY - reduces
mitochondrial oxidative phosphorylation and increases glycolysis. The critical step is DNA-
dependent protein kinase-mediated activation of AKT and NADPH oxidase-1 (NOX1) with a
concomitant increase in reactive oxygen species (ROS) production, associated with specific
deletions in mitochondrial DNA (mtDNA). The XPC*P™¥ containing mtDNA deletions are
capable of forming squamous cell carcinomas (SCCs) when implanted into immunodeficient
mice. Impairment of AKT or NOX activation in XPC*"™* cells blocks the formation of

ROS, mtDNA deletions, and neoplastic transformation.
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Introduction

Early studies of the metabolic changes that accompany the development of cancer led Otto
Warburg to proposed that a respiratory deficiency might drive neoplastic transformation (1),
prompting many investigators to analyze the metabolism of tumor cells. These analyses
revealed that a large number of cancer cell lines have a higher rate of glycolysis, an increased
rate of glucose transport, increased pentose phosphate pathway (PPP) activity, decreased
numbers of mitochondria, and a reduction in mitochondrial oxidative phosphorylation
(OXPHOS) proteins and activities (2-4). These alterations in cancer cell energy metabolism
could be related to somatic mutations in mitochondrial DNA (mtDNA); oxidative stress as a
result of increased ROS level; adaptation to tissue hypoxia (4-7); the activation of oncogenes
and/or inactivation of tumor suppressors (TP53, HIF-1a, c-MYC); as well as deregulation of

PI3K/AKT, which influence the glycolytic flux through regulation of different factors (8).

However, the etiologic relationship between genomic mutations, the Warburg effect, and
increased ROS levels in tumor induction remains unclear (3, 5, 9). Furthermore, there is no
clear mechanism(s) linking genomic mutations and modified cellular bioenergetics. To
understand the relationships between these factors, we speculated that cells with heightened
predisposition malignant transformation, or cells with the capacity to accumulate mutations,
could be helpful in elucidating this mechanism. To this end, xeroderma pigmentosum (XP)
cells are a useful tool since they manifest varying defects in nucleotide excision repair (NER)

rendering them more susceptible to neoplastic transformation and cancer induction (10).

NER is the major pathway for repairing numerous types of DNA damage including helix-
distorting lesions produced mostly by ultraviolet (UV) radiation and bulky lesions created by
carcinogenic chemicals (11). The pivotal role of NER is demonstrated in three dermatological
diseases that manifest skin photosensitivity—namely, XP, Cockayne syndrome, and
trichothiodystrophy (11). Patients with XP exhibit extreme sensitivity to solar UV light and
have a disproportionately high incidence of skin cancers (11, 12). XP patients are also shown
to have a high incidence of developing several types of internal malignancies before the age
of 20 (13). There are multiple subtypes of XP that have been defined on the basis of
complementation groups (XPA-XPG). Among XP patients, XPC patients have proficient
transcription-coupled repair and defective global genome repair. Therefore, in these patients,
the cells accumulate mutations in non-transcribed parts of the genome, leading to neoplastic

transformation (11). Notably, XPC knock-out mice have heightened predisposition to many
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types of UV-induced and spontaneous cancers (14, 15), indicating that XPC plays a role in
the removal of non-UV-related mutations as well. Moreover, lymphocytes from XPC” mice
accumulate spontaneous lesions in the hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase
(HPRT) gene (16). Interestingly, the most frequent mutations observed in older mice (i.e., >
one-year old) are G to T transversions, which also result from oxidative processes (16),
suggesting a causative role for ROS. Here, we used XPC-deficient cells as a model system
for assessing how the accumulation of DNA damage alters cellular energy metabolism in the

context of cancer induction.
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Results

XPC downregulation results in mitochondrial bioenergetics deficiency

To determine whether DNA repair deficiency has an effect on cell bioenergetics, endogenous
XPC protein expression was first inhibited using lentivirus-mediated expression of short
hairpin RNA (shRNA) against XPC (Figure S1). To rule out “off target™ effects of shXPC,
all experiments were performed with two distinct sShRNAs against XPC (Figure S1). Both
shXPCs stably inhibited more than 92% of XPC expression in keratinocytes (Figure S1).
Since both shRNA had similar effects, hereafter only the results of shXPC1 have been shown.

Measurement of glucose consumption and lactate production in shCtrl- and shXPC-
transduced keratinocytes on different days post-transduction revealed that XPCKPNHK
exhibited lactic acidosis at 20 and 30 d post-transduction (Figure 1A), suggesting a
deficiency in the mitochondrial metabolism of pyruvate through the Krebs cycle and
OXPHOS system. Consumption of glucose and the production of lactate were higher in XPC
keratinocytes taken from XPC patients (XPC-KC) than in control keratinocytes over time
(Figure 1A). ATP levels were similar in shCtrl- and shXPC-transduced keratinocytes on
different days post-transduction (Figure 1B), although a non-significant decrease in ATP
production occurred 5d after shXPC transduction. To assess whether XPC*PNK and XPC-
KC are more dependent on glycolysis for ATP generation, the ATP level was measured in the
presence of iodoacetate, an inhibitor of glycolysis. ATP levels were decreased to a greater

extent in the iodoacetate-treated XPCKPNHK

as compared to control cells on days 20 and 30
after transduction (Figure 1B). Similarly, XPC-KC produced less mitochondrial ATP

compared with control keratinocytes (Figure 1B).

The mitochondrial OXPHOS pathway includes the respiratory chain which consists of about
85 individual subunits segregated into five main complexes (I to V). Among the
mitochondrial protein subunits, 13 polypeptides are encoded by mtDNA (17). To determine
whether OXPHOS subunits are affected by XPC downregulation, we assessed the levels of
two mtDNA-encoded proteins: NADH dehydrogenase subunit 1 (ND1 from complex I) and
cytochrome ¢ oxidase subunit III (COX3, from complex IV). The levels of ND1 and COX3
decreased from around 20 d after XPC silencing (Figure 1C). Complex IV activity also
diminished following XPC downregulation (Figure 1D). Both COX1 and COX3 mRNA
expression decreased, correlating with the reduced activity of complex IV around 20 d after

XPC downregulation (Figure 1E). XPC*"™* also showed decreased expression of ND1 and
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ND5 mRNA compared to shCtrl-transduced cells at approximately 20 d post-transduction
(Figure 1E).

The above results indicate that XPCKPMIK

generate most of their ATP through glycolysis. To
further examine this hypothesis, we measured the mRNA and protein levels of four enzymes
that are involved in the regulation of the glycolytic flux. The hexokinase (HK) isoenzymes
catalyze the first step of glucose metabolism following glucose uptake into cells. Among the
four HK subtypes, HK-2 is the most highly expressed in tumors (18) and the XPCKPNHE
displayed increased expression of HK-2 mRNA (Figure 1F) and protein (Figure 1C). The
bifunctional enzyme  6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase  (PFKFB)
catalyzes the phosphorylation of fructose-6-phosphate to fructose-2,6-bisphosphate. The
PFKFB3 isozyme has the highest kinase/phosphatase activity ratio of all the PFKFB isoforms
and is overexpressed in many types of neoplastic cells (19). Our data showed that XPC*PN®
manifest elevated PFKFB3 as compared to control cells (Figure 1C, F). The enhanced rate of
glycolysis in tumors is usually accompanied not only by a marked increase in HK activity,
but also by an upregulation of glucose transporter proteins (GLUTSs) that facilitate its cellular
uptake (3). Therefore, we quantified GLUT-1 mRNA and protein levels and showed that they
were increased after XPC silencing (Figure 1C, F). Cancer cells are known to have increased
PPP activity which is the only known pathway for the direct synthesis of ribose from glucose
and the main pathway for NADPH synthesis. Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD),
the first enzyme of this pathway is known to be upregulated in cancer cells (20), and it was

. . KDNHK
increased in XPC

(Figure 1C, F). Consistently, XPC-KC also showed a reduction in
the expression of mitochondrial OXPHOS subunits and increased expression of HK-2,

PFKFB-3, GLUT-1, and G6PD (Figure 1C-F).

Mitochondrial morphology is critically linked to bioenergetics and changes in mitochondrial
energy state cause structural alterations of the mitochondrial network (21). To determine
whether XPC downregulation alters mitochondrial network morphology, cells were stained
with a MitoTracker probe. Normal keratinocytes demonstrated an interconnected network
located mostly around the nucleus, while XPC*P™¥ and XPC-KC exhibited a larger tubular
mitochondrial network more dispersed throughout the cytoplasm (Figure 1G, H). Moreover,

XPCXPNMK were substantially larger than control cells (Figure 1G, Figure S2).

Taken together, our results demonstrate that XPC silencing in normal human keratinocytes

leads to altered metabolism, which resembles the metabolic signature of most cancer cells.
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XPC downregulation elevates intracellular ROS levels and results in mtDNA oxidation
through the activation of NADPH oxidase

The mitochondrial respiratory chain is the major source of ROS generation in cells, and
altered OXPHOS activity is associated with variations in ROS levels (7, 9). To evaluate ROS
following XPC knockdown, we measured the cytoplasmic and mitochondrial steady-state
levels of ROS using CM-H,DCF-DA and MitoSOX probes, respectively (Figure 2A, Figure

CKPNHK over time as

S3). A significant increase in cytoplasmic ROS level occurred in XP
compared to control cells. In contrast, the mitochondrial ROS showed a moderate but
significant (P< 0.01, n=3) decrease 5 d after XPC downregulation, followed by a gradual
increase that peaked 30 d post-transduction. Consistently, cytoplasmic and mitochondrial

ROS levels were higher in XPC-KC than normal keratinocytes (Figure 2A).

Since ROS can cause oxidative DNA damage, we determined the level of genomic and
mitochondrial DNA oxidation using an antibody directed against 7,8-dihydro-8-oxoguanine
(8-0x0dG) (Figure 2B). 8-0x0dG increased in the nuclear genome and mtDNA after XPC
silencing in a time-dependent manner that was accompanied by increased cytoplasmic and
mitochondrial ROS levels (Figure 2B), indicating that XPC silencing results in increased
oxidative stress in both the nuclear and mitochondrial compartments.

Since increased oxidative stress is associated with mtDNA deletions and subsequent
mitochondrial dysfunction (22, 23), we next assessed whether ROS generated in XPC<PNHK
led to mtDNA deletions and OXPHOS deficiency. To this end, we initially looked for two
characteristic mtDNA deletions: 1) the 3895 bp deletion, which is known to occur more
frequently in sun-exposed skin and is present in nonmelanoma skin cancer (24), and 2) the
4977 bp deletion, which is known to be involved in neurodegenerative diseases, and the

KDNHK
C

processes of aging and photoaging (22, 23). As shown in Figure 2C, XP accumulated

both types of mtDNA deletions in a time-dependent manner.

We further investigated the role of ROS in mtDNA deletions using XPCXPNHK
overexpressing the antioxidant enzymes, catalase, CuZnSOD, or MnSOD, as well as treating
these cells with diphenylene iodonium (DPI, 2.5 uM), which is an inhibitor of cytoplasmic
NADPH oxidase (Figure S1, Figure S3). Overexpression of catalase, CuZnSOD and
MnSOD significantly decreased steady-state levels of endogenous ROS, but had no effect on
XPC downregulation-induced enhancement of ROS generation. In contrast, DPI treatment

eliminated the effects of XPC silencing on cytoplasmic and mitochondrial ROS alterations
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over time (Figure 2A, Figure S3), suggesting that cytoplasmic NADPH oxidase is crucial for
the metabolic alterations observed in XPC*PM'® NADPH oxidase consists of six hetero-
subunits that, when activated, associate to form an active enzyme complex generating O,
from oxygen using NADPH as an electron donor (25). The catalytic subunit of this complex,
NOX, has seven homologous members, of which NOX1 and NOX2 are expressed in
keratinocytes (26, 27). NOX proteins are involved in host defense, post-translational
processing of proteins, cellular signaling, regulation of gene expression, and cellular
differentiation (25). We further characterized the role of NADPH oxidase in ROS production
in XPC*PM'X by overexpressing or downregulating NOX1 and NOX2 (Figure S1). Our
results indicated that NOX2 has little or no involvement in ROS generation in XPC<PNHK
(data not shown). In contrast, NOX1 downregulation completely blocked both cytoplasmic
and mitochondrial ROS generation in XPC*"™'® (Figure 2A, Figure $3). The ROS level

was higher in the XPC<PNMK

that overexpressed NOX1 than in normal cells overexpressing
NOXI1 (Figure 2A, Figure S3). These results suggest that ROS generation associated with
XPC downregulation might be dependent on NADPH oxidase activation. To assess this,
NADPH oxidase activity was measured. Results indicated that XPC silencing resulted in
increased NADPH oxidase activity and that NOX1 downregulation or DPI treatment of
XPCKPNHE completely abrogated the modification in NADPH oxidase activity (Figure 2D).
Overexpression of NOX1 enhanced NADPH oxidase activity in XPC*PN'¥ | indicating a
synergistic effect between XPC deficiency and NOX1 overexpression (Figure 2D). Our data
further indicated that downregulation of NOXI1 blocked the oxidative effects of XPC
silencing on genomic and mitochondrial DNA (Figure 2B) and inhibited mtDNA deletions
(Figure 2C). In contrast, NOX1 overexpression in XPC*PM'® increased the nuclear and
mitochondrial level of 8-oxodG (Figure 2B) and the degree of the two mtDNA deletions
(Figure 2C). Interestingly, NOX1 overexpression alone had no effect on DNA oxidation

(Figure 2B) and mtDNA deletions (data not shown).

We next determined whether variations in glycolysis and mitochondrial metabolism
following XPC downregulation are dependent on upregulation of NADPH oxidase. We found
that downregulation of NOX1 in XPC*"™® restored glucose consumption and lactate
production (Figure 2E); mitochondrial ATP production (Figure 2E); expression levels of
ND1, ND5, COX I, and COX III; and expression levels of HK-2, PFKFB-3, GLUT-1, and
G6PD to normal (Figure S4 A-C). In contrast, NOX1 overexpression in XPC*P™ increased

the rate of metabolic alterations (Figure 2E, Figure S4 A-C). Taken together, our results
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demonstrate that NADPH oxidase activation plays an essential role in the XPC-silencing

induced metabolism remodeling.

XPC deficiency increases the proliferative capacity of normal keratinocytes

KDNHK
C )

To examine the effects of altered metabolism on the proliferative capacity of XP we

performed serial cell counts on different days following XPC downregulation. An initial

period of growth retardation was followed by increased proliferation of XPC*PN'K

as
compared to control cells (Figure 3A). Cell cycle analysis indicated cells in S phase
increased within five days of XPC downregulation. The number of S-phase cells then
declined over the next few days and a second persistent increase occurred 15 d post-
transduction (Figure 3B, C). Measurement of DNA synthesis time demonstrated a

prolongation of S-phase in XPCKPNIK

5 d after transduction, that was followed by a gradual
decrease that peaked around day 30 (Figure 3D). Western blotting revealed that XPC
knockdown resulted in immediate ATR-mediated Chk1 phosphorylation, which then declined
over time (Figure 3E). XPC downregulation also resulted in an initial reduction of cyclin B1,
D2, and E protein expression five days after transduction. Thereafter the levels of these cell
cycle proteins increased over time (Figure 3E). Concomitantly, the expression of inhibitors
of cell cycle progression, namely p16, p21VA*!, and p-Cdc2, initially increased shortly after
XPC downregulation, and then declined in a time-dependent manner (Figure 3E). Taken

together, these results indicate that XPC*PN® acquire increased proliferative capacity shortly

after ATR-mediated cell cycle delay.

To assess the chronic effect of the XPC downregulation on keratinocyte proliferation and
differentiation, XPC*PN*® were seeded either 5 d or 15 d post-transduction on dead dermis.
Epidermis reconstructed with XPC*PM'® at 5 d post-transduction showed a significant
reduction in thickness and also in the number of Ki67-positive cells, compared to control
cells (Figure 4A). In contrast, epidermal thickness, the number of Ki67-positive cells, and
levels of basal cell layer markers (keratin 14, a6 and B1 integrin) were significantly higher in
epidermis reconstructed with XPC*"™® 15 d post-transduction, compared to control
constructs (Figure 4A). It is important to emphasize that the epidermis reconstructed with
XPC-KC manifested the same characteristics as the epidermis reconstructed with XPC<PNHK
15 d post-transduction, i.e. higher proliferation, increased levels of keratin 14, o6 and B1
integrin, and limited expression of keratin 10 to the upper epidermis (Figure 4A).

KDNHK
C

Furthermore, both epidermis reconstructed with XP at 15 d post-transduction and
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XPC-KC manifested large and frequent extension of rete pegs (Figure 4A, B) compared to
control epidermis. Altogether, these results show that knockdown of XPC results in epithelial

hyperplasia.

CKPNHK Gells

NOX1 downregulation inhibits neoplastic transformation of XP
To determine whether XPC*PM'® have tumorigenic potency, cells were injected
subcutaneously into immunosuppressed NOD/SCID mice 15 days after transduction. Around
17 weeks after xenografting, well-differentiated squamous cell carcinomas (SCCs) developed
in 11 of the 18 injected mice (six of nine mice xenografted with shXPCl-transduced
keratinocytes and five of 11 mice xenografted with shXPC2-transduced keratinocytes) and
grew over time (Figure 5A-C). XPC-KC, when injected subcutaneously into NOD/SCID
mice, also developed differentiated SCCs around 13 weeks after xenografting (Figure SA-B).

To investigate the role of NADPH oxidase activity on tumorigenic potency of XPC<PNK th

double knockdown cells (XPC*PM/NOX1*PM) and XPC*PNME overexpressing NOX1

were injected into mice. While XPC "M /NOX1*PNHE fajled to form tumors (two of nine

€

injected mice, Figure 5A), the XPC<PNHK

cells overexpressing NOX1 formed tumors (eight
of nine injected mice, Figure 5A-C) with larger size (1.6 fold) compared to the tumors
formed by XPC*"N® cells alone (Figure 5B), suggesting that ROS level may be an essential
factor for tumor initiation.

To further investigate the role of ROS in XPC-silencing induced tumorigenic transformation
of keratinocytes, we looked at the p53 status in tumors developed by xenografted XPC*PNK,
Results showed that the majority of tumors (seven of 11) had G to T transversion mutations
in p53 (unpublished data), suggesting that XPC silencing initially causes ROS generation,

which then leads to mutations in oncogenes and tumor suppressors.

AKT downregulation inhibits NOX1 activation and neoplastic transformation of
XPC MK cells

To define the signaling pathways resulting in tumorigenic transformation of XPC*PN"®
assessed the activation profile of 10 “cancer” pathways (AKT, Wnt, p53, TGFb, pRb-E2F,
NfkB, Myc, hypoxia, MAPK/ERK, and MAPK/JNK) using cancer reporter arrays. Among

them, Wnt—pB-catenin, AKT/PKB, and p53 were upregulated in XPC*°™ (Figure 6A).

, We

Interestingly, Knockdown of AKTI—using lentivirus-mediated expression of shRNA
directed against AKT1 (Supplementary Figure S1)— in XPC*"™¥ repressed Wnt activation
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(Figure 6A). This is consistent with the previous data indicating that AKT could positively
regulate Wnt—f-catenin signaling through GSK-3f phosphorylation (28). We also found an

CKPNHK. this increase was blocked in the

increase in phosphorylation of GSK-3f in XP
absence of AKT (Figure SS5A), suggesting that AKT activation is the principal event

following XPC downregulation.

AKT is shown to regulate multiple steps in glycolysis via posttranscriptional mechanisms that
include localization of the glucose transporter to the cell surface, maintenance of hexokinase
function in the absence of extrinsic factors, and phosphorylation of some proteins that
influence glycolytic flux (29, 30). Therefore, we next examined whether variations in
bioenergetics following XPC downregulation are dependent on AKT upregulation. We found
that downregulation of AKTI in XPC*P"® restored glucose consumption and lactate
production; mitochondrial ATP production (Figure 6B-C); expression levels of ND1, ND5,
COX I, and COX III; and expression levels of HK-2, PFKFB-3, GLUT-1, and G6PD to
normal (Figure SSB-E). That downregulation also blocked XPC knockdown-induced
NADPH oxidase activation; cytoplasmic and mitochondrial ROS generation (Figure 6D);
genomic and mitochondrial DNA oxidation (Figure 6E); and mtDNA deletions (Figure 2C).
AKT1 downregulation also blocked the changes in mitochondrial network morphology
(Figure S5E) and in cell size (Figure S2). As AKT downregulation had no effect on early
decreased mRNA expression of all examined genes (i.e. COX1, COX3, etc), their biphasic
change observed in XPC*P"X could be related to stalled cell cycle and the selection of cell

subsets with overactivation of AKT.

The above results prompted us to examine whether AKT1 downregulation blocks
tumorigenic transformation of XPCXPNX We initially reconstructed epidermis with the
AKT1*PMX and double (XPC+AKT1)-knockdown cells (XPC*PN/AKT1*PNXY (Figure
S6). The epidermis reconstructed with XPC*PM™/AKT1*PM¥ 5 d post-transduction showed

the same characteristic as XPCKPNHK

, 1.e. a significant reduction in the epidermal thickness
and in the number of Ki67-positive cells compared to control cells (see Figure S6, and
compare with Figure 4A). The thickness of epidermis, number of Ki67 positive cells, and
levels of basal cell layer markers in epidermis reconstructed with XPC*PNM/AKT1¥PNIK 15
d post-transduction resembled control epidermis (see Figure S6, and compare with Figure
4A). Interestingly, we did not observe any hyperplasia, especially large extension of rete pegs

found in epidermis reconstructed with XPC*"""™® or XPC-KC. To assess the tumorigenic

potency in vivo, the XPCPNT/AKTIXPNHE cells were subcutaneously injected into
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immunodeficient mice at 15 d post-transduction. These mice were followed for up to six
months, during which only one of the 9 injected mice developed well-differentiated SCCs

(Figure 5A).

Concerning the relation between AKT and NOX, our data indicated that AKT
downregulation in XPC*P""® plocked both increased NADPH oxidase activity and increased
cytoplasmic and mitochondrial ROS levels observed in XPC*PNX (Figure 6D), suggesting
that AKT activation is upstream of NOXI activation. We further found that NOX
downregulation had no effect on AKT activity at 5 d after transduction but abrogated XPC
silencing-induced AKT activation over the following days (Figure 6F, S7A). Interestingly,
an absence of AKT activation in the double (XPC+NOX)-knockdown cells
(XPCPNHE/NOX PNHEY after day 5™ inhibited XPC silencing-induced metabolic alteration
(Figure S4) and resulted in increased apoptosis (Figure S7B). These results suggest a
crosstalk between NADPH oxidase activation and AKT activity during tumoral

transformation of XPCXPMIK,

DNA-PKGcs activation results in AKT activation in XPCKPNHK

We then asked the mechanism by which AKT is activated in XPC<PNHK

cells. Since a
considerable decrease in cell numbers (not just a plateau) was apparent with cell proliferation
curves (see Figure 3A), it is reasonable to speculate that the majority of cells harboring
stalled cell cycle progression undergo apoptosis and only subsets of cells with some
modification will be selected. A marked increase in the percentage of apoptotic cells 5 d post-
transduction that was followed by a rapid decrease in the following days confirmed this
concept (Figure 7A). Furthermore, western blotting revealed that knockdown of XPC
resulted in an imbalance between proapoptotic (Bax and Bad) and antiapoptotic (Bcl-xL and
Bcl-2) proteins in favor of the former five days after transduction, leading to induction of
apoptosis (Figure 7B). Decreased Bax and Bad levels and increased Bcl-2 and Bel-xL levels

could account for the reduction in apoptotic cell death in XPC*°N¥ (Figure 7B).

To determine the mechanism whereby some cells escape the stalled cell cycle-induced
apoptosis, we assessed the expression profile of 84 genes with established roles in DNA
damage signaling using DNA damage PCR arrays. This revealed a 2.8+0.7 fold-increase in
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-PKcs) mRNA and a 2.240.6 fold in
Ku70/XRCC6 mRNA — the main component of the nonhomologous endjoining (NHEJ)
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repair pathway— in XPC*"™¥ compared to control cells. NHEJ, as well as homologous
recombination (HR), are important for repairing double stranded breaks (DSBs) that are
induced by ionizing radiation, collapsed replication forks, or oxidative damage. HR is an
error-free pathway, whereas NHEJ is error-prone which can provoke genomic changes (31,
32). The results of PCR arrays were then validated with quantitative real-time RT-PCR (qRT-
PCR) (Figure 7C). Western blotting revealed that the expression levels of DNA-PKcs and
Ku70/XRCC6 as well as those of XRCC4 and DNA-ligase IV (other components of NHEJ
repair) were also increased in XPC*"™™* and XPC-KC (Figure 7B). Both cell types further
displayed a marked increase in DNA-PK kinase activity compared to control cells over time
(Figure 7D). We then performed in vitro NHEJ assay to measure efficiency and fidelity of
NHE]J in cell extracts obtained from XPCKDNHK, XPC-KC, and control cells. The conversion
of monomeric linear plasmid into multimer products, an indicator of end-joining efficiency,
increased significantly when cell extracts from XPC*PM'® and XPC-KC were used (Figure
7E, F). Repair fidelity was then assessed by comparing the percentage of end-joined products
that could be cut again with the same restriction enzyme initially used to generate the linear
DNA substrate. Interestingly, extracts from XPC*’™"™® and XPC-KC showed a substantial
reduction in correct end-joining compared with that of control cells (Figure 7E, F).

KDNHK
C were treated

To evaluate the effect of NHEJ repair activation on cell survival, XP
with two DNA-PKcs inhibitors: 1) NU7026, which at low concentrations inhibits DNA-PKcs
but not PI-3 kinase, ATM, or ATR; and 2) wortmannin, which inhibits all PI-3 and PI-3-like
kinases, including DNA-PKcs. Treatment of XPC*"™'® with both inhibitors resulted in a
major increase in apoptotic cell death (Figure 7A), indicating that DNA-PK activity in

XPCHPMHK ig essential to bypass stalled cell cycle progression.

It has been shown that DNA-PK can phosphorylate AKT on Ser473 resulting subsequently in
the activation of AKT signaling pathway (33, 34). Our results showed that XPC silencing-
induced phosphorylation of AKT on Ser473 (Figure S7A) and that inhibition of DNA-PK
upon treatment with NU7026 blocked the AKT activation (Figure 6A). In contrast,
Knockdown of AKT1 in XPC*PMX had no effect on the expression and activity of DNA-PK
(Figure 7B, C, D). Overall, these results indicate that XPC downregulation results in AKT
activation through DNA-PK activation.
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Discussion

Cancer cells are now known to utilize complex mechanisms to remodelized their
bioenergetics. The factors contributing to the shift from classic OXPHOS to glycolysis in
tumor cells include mitochondrial dysfunction, redox stress, oncogene activation, loss of
tumor suppressor genes, and environmental hypoxia adaptation. We exploited the intrinsic
genomic instability of XPC to investigate the relationship between the accumulation of

genomic mutations, bioenergetic remodeling, and ROS in driving tumorigenesis.

Effects of XPC silencing on NHEJ and AKT activation

Structural DNA damage evokes the recruitment of DNA damage signaling proteins including
DNA-PK, ATM, or ATR to the sites of damaged bases. They amplify and convey the signal
from the damaged DNA to DNA-repair, cell cycle, and apoptotic cell death machineries (31,
35). The ultimate fate of cells with damaged DNA depends on the type and extent of damage.
It has been postulated that arrested replication due to damaged bases on the non-transcribed
portion of the genome (in contrast to the transcribed part) does not result in apoptotic cell
death. Instead, cells escape replicative arrest utilizing DNA damage tolerance mechanisms
that include error-free and error-prone DNA repair systems (36). We and others have shown
that UV radiation-induced apoptosis is decreased in XPC™ cells compared to XPC™" wild-
type cells (37-39). Our results show that the XPC*"N"'® overcome the early stalled cell cycle
and replicate their DNA efficiently albeit with greater infidelity in the days following
overactivation of DNA-PK and the NHEJ pathway (Figure 7). The high incidence of
spontaneous cancers in XPC”™ mice (14, 15), and the increased risk of developing internal

cancers in XPC patients (13) support this concept.

Increased formation of double strand breaks (DSBs) as detected by YH,AX (Figure 7B) could
be the signal that activates DNA-PK in XPCKPNHK DSBs, in turn, could result from stalled
DNA replication observed 5 days after XPC downregulation (Figure 3) as well as from
subsequent enhanced ROS-induced oxidative DNA damage (Figure 2B). The decrease in 8-
ox0dG level and YH,AX following downregulation of NOX1 or AKT1 in XPC*PM (see
Figure 2B, 6E, 7B and S7A) support this notion.

AKT activation has been revealed to be sufficient to induce the Warburg effect in either
nontransformed cells or cancer cells (40, 41). Our results indicate that XPC silencing-induced
DNA-PK activation triggers phosphorylation and subsequently activation of the AKT
pathway, which in turn results in a characteristic increase in aerobic glycolysis and finally

tumorigenic transformation. Interestingly, AKT inhibition blocks both events. AKT signaling
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is also an essential mediator of epidermal morphogenesis and contributes to epidermal
homeostasis by modulating keratinocyte proliferation and apoptosis. Transgenic mice with
overexpressed AKT targeted to the epidermal basal cell layer develop spontaneous epithelial

tumors in multiple organs with age and are also susceptible to skin carcinogenesis (42).

Effects XPC silencing-induced NADPH oxidase activation on bioenergetics

One of the mechanisms explaining the Warburg effect is the occurrence of a deficiency in
mitochondrial respiration during cell growth due to somatic mutations in mtDNA or
increased oxidative stress (4, 5, 7). mtDNA mutations are known to correlate with the 8-
Ox0dG content of mtDNA (43). Increased ROS in response to environmental insults (i.e., UV
irradiation) or oxidative stress can cause mtDNA deletions in vitro and in vivo (23, 44). It is
likely that NOX activation-induced increased cytoplasmic ROS leads to enhanced oxidation
of nuclear and mitochondrial DNA, followed by the induction of mtDNA deletions and
alterations in mitochondrial bioenergetics. Interestingly, inhibition of NOXI activation (by
AKT1 or NOX1 downregulation or through treatment with DPI) inhibits the Warburg effect
in XPC*PNX indicating that NOX activation-induced ROS generation is the cause of the

Warburg effect in XPCKPNK,

According to our data supporting that oxidative damage contributes to the tumorigenicity of
XPCKDNHK, it is known that XPC-deficient cells are more sensitive to oxidative stress (45,
46). Spontaneous mutation frequencies in the HPRT gene are 30-fold higher in the spleen of
XPC”" mice as compared to normal mice and the majority of these mutations result from
oxidative damage (16). Also, the frequency of spontaneous lung tumors and hepatocellular
adenomas is enhanced in XPC”™ mice (47). Consistent with the contribution of NOX1-
induced ROS in tumorigenicity, it has been shown that NOX overexpression enhances the

tumorigenicity of NIH3T3 cells implanted in athymic nude mice (48).

A model outlining cellular responses to XPC downregulation

The connection between XPC downregulation, ROS, mtDNA deletion, and tumorigenic
transformation is depicted in the following scheme (Figure 8). Accumulation of unrepaired
damaged DNA bases in XPC*P"'X triggers apoptotic death. However, in some cells the
unrepaired bases are recognized by other repair systems such as NHEJ repair, thereby
enhancing infidelity of damage repair. DNA-PK activation subsequently promotes AKT
activation that in turn mediates induction of NADPH oxidase. Cytoplasmic ROS generation
will consequently increase, leading to enhanced oxidation of nuclear and mitochondrial

DNA, followed by the induction of mtDNA deletions in an amplification loop of DNA
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damage <> ROS. This amplification loop might reduce the chance that cells with unrepaired
DNA escape senescence and death through bypass repair systems. This could diminish the
risk of cancer. Consistent with this assertion, it is known that mtDNA mutations result in
premature aging (49) or sensitize cells to mitochondrial-dependent apoptosis (50).
Meanwhile, increased ROS can result in mutations of oncogenes and/or tumor suppressor
genes, leading to the deregulation of cell cycle progression and proliferation, the escape of

some cells from apoptosis, and, finally, formation of cancer cells.

G to T transversion mutations in p53 in the majority of tumors developed by xenografted
XPC*PM Jend further credence to the proposed model. Consistent with our results, it has
been reported that the predisposition to UV-induced skin cancer in XPC™ mice is enhanced if
these animals are heterozygous additionally for Apex (51), a gene coding the
apurinic/apyrimidinic endonuclease which is a key enzyme in the process of base excision
repair, required for the repair of spontaneous base damage that arises as a result of oxidative
damage to DNA. Interestingly, the kinetics of cancer induction in XPC” mice that are
heterozygous additionally for both p53 and Apex is indistinguishable from that in XPC”" mice
heterozygous for just p53 (51), suggesting that the enhanced predisposition to skin cancer in

XPC”Apex"" animals could result from oxidative stress-induced loss of p53 activity.

In conclusion, we demonstrate a mechanism whereby XPC silencing-induced ROS
generation, through NOXI1 activation, leads to neoplastic transformation of normal
keratinocytes. Beyond skin cancer, since the activation of the NOX family has been shown in
many cancer cells (5), blocking of NOX activation could offer a unique target for the

prevention and treatment of cancers driven by the generation of ROS.
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Methods

Source and culture of cells

Normal human keratinocytes were isolated from normal human skin in patients undergoing
plastic surgery as previously described (38, 52). Briefly, fresh skin fragments were cut into
Smm x 5Smm pieces and treated with trypsin-EDTA overnight at 4°C, which allows for
separation of the epidermis from the dermis. Keratinocytes were seeded at a concentration of
10° cells per cm® in KGM medium, which included hydrocortisone, epidermal growth factor,
insulin and bovine pituitary extract (all from Lonza, Walkersville, MD). The medium was
changed three times a week. When the cultures reached 70%-80% confluence, the cells were

detached with 10% trypsin-EDTA and then resuspended in KGM medium.

Three unrelated patients clinically classified as classical XP with no associated neurologic or
extracutaneous findings were included in the study. Western blot analyses of XPC protein
expression performed on total cellular extracts using anti-XPC and anti-B-actin antibodies
showed that neither the full length nor the truncated XPC protein was detectable in the
keratinocytes from the three XPC patients (Supplementary Figure S10). XPC keratinocytes
were isolated from punch biopsies obtained after informed consent from non-exposed body
sites and seeded on mitomycin C-treated feeder cells originating from the mouse fibroblast
J2-3T3 cell line in complete Green’s media as already described (38). Epidermises were
reconstructed following seeding of keratinocytes on dead dermis as previously described (38,

52).

Lentiviral vectors constructs and keratinocyte transduction

The different lentiviral vectors were constructed by inserting catalase, CuZnSOD,
MnSOD(52), and NOX1 ¢cDNAs into the multiple cloning site (MCS) of the TPW vector
downstream of the human phosphoglycerate kinase (hPGK) promoter (Supplementary
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Figure S1A). TPW was also used as the backbone for the construction of the
TEEHshXPCW, TEEHshNOX1W, and TEEHshRFPW by replacement of the hPGK
promoter by the EF-lo promoter and inserting a cassette containing the H1 promoter
followed by shRNA sequences targeting either the XPC, AKT1, NOX1, or NOX2 mRNA or
by a scramble sequence (targeting the red fluorescent protein mRNA)(Supplemental Figure.
S1B). Lentiviral particles were produced by transient transfection of 293T cells using a
calcium phosphate transfection technique as previously described (52). Determination of the
titer of each viral supernatant was performed by assessing enhanced-green fluorescent protein
(EGFP) expression by flow cytometry and by enzyme-linked immunosorbent assays of p24.
For transduction, keratinocytes (5 x 10° cells per T25 flasks) were incubated for 24 h in
complete medium. Prior to infection, the medium was removed, and the cells were incubated
with viral supernatants for 24 h at 37°C in the presence of 8 pg/ml of protamine sulfate. After

five days, the percentage of EGFP-positive cells was determined by cytofluorimetry (52).

Western blotting procedure

Western blotting was performed as previously described (52). Briefly, equal amounts of total
protein were resolved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
electrophoretically transferred to PVDF membranes. The membranes were then incubated
overnight at 4°C with a 1:1000 dilution of the anti-XPC (GeneTex, San Antonio, TX), anti-
ND1, anti-COX3, anti-cyclin D2, anti-cyclin B1, anti-p-Cdc2 p34, anti-p16, anti-p21, anti-
MnSOD, anti-CuZnSOD, anti-AKT1, anti-G6PD, anti-Ku70, XRCC4, DNA ligase IV (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), anti-DNA-PKcs (Thermo scientific, Fremont,
CA), anti-ATM, anti-ATR, anti-phospho-ATR, anti-phospho-ATM, anti-phospho-ChK1,
anti-phospho-ChK?2, anti-phospho-AKT, anti-phospho-GSK3p, anti-HK2 (Cell Signaling,
Danvers, MA), anti-PFKFB-3 (Abnova, TEBU, Le Perray en Yvelines, France), and anti-
catalase (Rockland) antibodies. After additional incubation with a 1:10,000 dilution of an
anti-immunoglobin  horseradish  peroxidase-linked antibody (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) for 1 h, blots were developed using the chemiluminescence ECL reagent

(Amersham, Piscataway, NJ).

Cell proliferation and apoptosis analysis
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Serial cultures of keratinocytes were performed in 24-well plates by seeding 8 x 10° cells in
triplicate, refeeding the cells every second day, and subculturing every five-six days. The

trypan blue exclusion test was used to obtain cell counts at different days after seeding.

For apoptosis analysis by flow cytometry, keratinocytes were incubated with 5 umol/L FITC-
VAD-FMK (Promega, Charbonniéres, France) for 30 min at 37°C in the dark and then with
2.5 ng/ml propidium iodide (PI, Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) as already described
(53, 54).

Cell cycle analysis and S phase length calculation

Cell cycle analysis was performed using APC-linked anti-BrdU and 7-AAD according to the
manufacturer's protocols (BD Biosciences, San Diego, CA). Briefly, after 2 h BrdU pulse
labeling, the cells were trypsinized and fixed in cytofix/cytoperm buffer on ice for 20 min.
The cells were then incubated with APC-linked anti-BrdU antibody over night and then

resuspended in 20 pl of 7-AAD solution for flow cytometric analysis.

The length of the S-phase was assessed using the BrdU pulse labeling method. Briefly,
immediately after 2 h pulse BrdU labeling and at 2-h intervals thereafter, the cells were
trypsinized, fixed, and stained with APC-conjugated anti-BrdU and 7-AAD. Changes in the
7-AAD intensity of S-phase cells (relative movement [RM]) during the time relative to the 7-
AAD positions of G; and G; were calculated according to Begg et al (55) with the following
formulas: RM(t) = [FL(t) — Fei(t)[/[Feam(t) — Fgi(t)], where Fy is the mean red fluorescence
(7-AAD) of BrdU-positive cells and F¢ ""and F*are the mean 7-AAD fluorescence values
for G; and Go/M cells at time (t), respectively. The S-phase duration was calculated as
follows: T, = [0.5/(RM — 0.5)] x t, where t is the post-labeling time. This procedure was

repeated at different days after transduction.

Measurement of glucose consumption and lactate production
Glucose consumption and lactate production was measured using colorimetric assay kits

according to the manufacturer (both from BioVision, Mountain View, CA).

Measurement of endogenous and mitochondrial ATP production
The amount of intracellular ATP was measured by a luciferin/luciferase-based assay. In brief,

the cells were trypsinized, rinsed with PBS, and lysed with 0.2 ml of cell lysis reagent. ATP
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concentrations in the cell lysates were quantified using an ATP bioluminescence assay kit
HSII (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) in accordance with the manufacturer's
instructions. A standard curve for ATP concentration was plotted using standard ATP
solution. ATP levels were calculated and normalized to protein lysate concentrations. To
assess the ATP levels produced by mitochondria, the cells were incubated with 1 mM of
iodoacetate for 5 min before they were trypsinized. lodoacetate is an inhibitor of glycolysis as
it inhibits glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. Therefore, any ATP generation by the
cells following this treatment must be a consequence of OXPHOS activity. After treatment,

the cells were subjected to the same procedures as the untreated cells.

Complex IV (cytochrome c-oxidase) activity

Cytochrome c-oxidase activity was determined spectrophotometrically with cytochrome ¢ (II)
as the substrate. The oxidation of cytochrome ¢ was monitored at 550 nm at 30°C using a
double-wavelength Xenius spectrophotometer from SAFAS (Monaco) and standardized

reproducible methods as described by Bernard et al (56).

RNA extraction and quantitative real-time RT-PCR

Total cellular RNA was extracted using TRIzol® (Invitrogen, CA) according to the
manufacturer’s instructions. Total cellular RNA (2 ug) was reverse transcribed at 42 °C for
60 min using the 1* Strand cDNA synthesis kit (Roche Applied Science). Quantitative real-
time PCR was carried out for ND1, NDS5, CoxI, CoxIIl, GLUT-1, HK-2, PFKFB-3, G6PD,
DNA-PKcs, Ku70, and tubulin using the SYBR Green method with an ABI instrument.
Primer sequences are listed in supplemental Table S1. The reactions were cycled 40 times
after initial polymerase activation (50 °C, 2 min) and initial denaturation (95°C, 15 min)
using the following parameters: denaturation at 95 °C for 15 sec; and annealing and extension
at 60°C for 1 min. A final fusion cycle (95 °C, 30 s; 60 °C, 30 s; 95 °C, 30 s) terminated these
reactions. The standard curve demonstrated a linear relationship between the cycle threshold
(Ct) values and the cDNA concentration. The relative expression of each gene was assessed
by considering the Ct and efficiency values, and normalized according to the tubulin

expression level.

DNA damage signaling pathway PCR array
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The human DNA damage signaling RT? profiler PCR array (SABioscience, Frederick, MD)
was used to assess the expression of 84 genes with known roles in DNA damage response.
Synthesis of complementary DNA, real-time PCR, and statistical analyses were done
according to the manufacturer’s instructions. Five housekeeping genes were included as RNA
content controls, and the three with the lowest standard deviations across replicates were used
in the analysis (GAPDH, ACTB, and B2M). In addition, a genomic DNA control primer set
was included in each PCR run which can detect the presence of DNA contamination in each

sample.

Cancer pathway lentiviral reporter arrays

The cancer lenti reporter arrays (SABioscience) and FOXO reporter (SABioscience) were
used to monitoring the activation of ten cancer-related signaling pathways and AKT/PKB
pathway, respectively, in accordance with the manufacturer’s instructions. Each lentiviral
reporter construct contains a pathway-specific transcription factor-responsive element

upstream of firefly luciferase.

Keratinocytes transduced by different SIRNAs were seeded on 96-well plates (2 x 10* cells
per well) at days 2™ or 12 after transduction. One day after, the keratinocytes were incubated
with the reporter lentivirus for 24 h at 37°C. After two days (i.e. days 5™ or 15™ after
transduction with shRNAs), keratinocytes harvested by adding 20 pl of luciferase lysis buffer
(Promega). The cell lysates were kept at -80°C and then subjected to luciferase activity
assessment using the Luciferase Assay System (Promega) in accordance with the
manufacturer’s instructions. The change in the activity of each signaling pathway was
determined by measuring the activity of luciferase in transduced keratinocytes vs shCtrl-
transduced cells. For each lenti reporter, at least three independent experiments were

performed in duplicate.

Measurement of intracellular ROS

The intracellular production of ROS was assessed using a CM-H,DCF-DA cytoplasmic
probe or the MitoSOX™ red mitochondrial superoxide indicator (both from Molecular
Probes, Invitrogen) (52). Briefly, after addition of CM-H,DCF-DA (5 uM) or MitoSOX
(5 uM), the cells were incubated for 15 min at 37 °C in the dark. While CM-H,DCF is
oxidized by cytoplasmic ROS to the highly green fluorescent CM-DCF compound, MitoSOX

is targeted to the mitochondria and oxidized by superoxide to a red fluorescence component.
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After two washes with PBS, the cells were detached by trypsin-EDTA and immediately
analyzed by flow cytometry. Ten thousand individual data points were collected for each

sample.

Determination of catalase, CuZnSOD and MnSOD activities
All these assays were performed as previously described (52) using the SOD assay kit-WST
(Dojindo Molecular Technologies, Gaithersburg, MD) and the Amplex Red Catalase Assay

Kit (Molecular Probes, Invitrogen).

Measurement of NADPH oxidase activity in intact cells

NADPH oxidase activity was assessed based on oxidation of luminol by NADPH-dependent
O, production. After trypsinization and washing in PBS, 1x10° keratinocytes were put in 50
ul of PBS supplemented with 0.9 mM CaCl, and 0.5 mM MgCl,. After adding 200 pl of the
solution containing 0.8 mM glucose, 2 mM luminol, and 500 U/ml horseradish peroxidase, a
96-well plate was incubated for 1 min at 37 °C. Following the addition of 10 ng/ml of
phorbol myristate acetate (PMA), the relative light units (RLU) of chemiluminescence were

recorded every 30 sec for a total of 90 min at 37 °C using a luminometer.

PCR analysis of mitochondrial deletions

Mitochondrial DNA was prepared using the Mitochondrial DNA isolation kit (BioVision) in
accordance with the manufacturer’s instructions. The PCR analysis was carried out on 50 ng
of mitochondrial DNA using the AccuPrime Taq DNA polymerase system (Invitrogen).
Amplification of fragments representing 3895 bp and 4977 bp deletions were carried out
using the primers designed to anneal outside the 3985 and 4977 deletions, respectively (the
primer sequences and PCR conditions were determined as describe before (24, 57), see
Supplemental Table S2). In brief, the A1/A2 and C1/C2 primers were designed to anneal
outside the 3895 bp and 4977 bp deletions, respectively. To increase the sensitivity and
specificity, a secondary nested PCR was performed using the B1/B2 and D1/D2 primers on
the primary PCR products. To estimate the total mtDNA content, PCR was carried out with
Ref1/2 primers that anneal to both wild-type and deleted mtDNA. The PCR conditions were
94°C for 10 min, 35 cycles of 94°C for 30 s, 56°C for 30 s, and 72°C for 30 s followed by a
final extension of 10 min at 72°C. The short (30 s) polymerase extension time during DNA
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amplification permitted amplification of only the shorter and deleted mtDNA fragments.

Amplification products were visualized in a 1% agarose gel stained with ethidium bromide.

DNA-PK activity assay

DNA-PK activity was assessed using the SignaTECT DNA-dependent protein kinase assay
kit (Promega, Madison, WI) in accordance with the manufacturer’s instructions. Briefly, after
removing of endogenous DNA from 100 ng nuclear extracts cells using DEAE Sepharose,
samples were incubated with biotinylated peptide substrate in the presence of [7-32P] ATP for
5 min at 30°C. 20 ul of reactant was spotted onto SAM? membrane. The membrane was then
washed, dried and subjected to phosphorimaging system. The enzymatic activity of DNA-PK

was calculated and expressed as pmol ATP min™ pg™ of protein.

In vitro DNA end-joining assay

In vitro nonhomologous end-joining (NHEJ) repair assay was performed. 400 ng linear
plasmid DNA (pUC19) obtained by restriction digestion using EcoRI (New England Biolabs,
Ipswich, MA), was incubated with 40 pug nuclear cell extracts at 25°C for 2 hours in 50 pl
reaction buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 5 mM MgCI2, 75 mM KCIl, 1| mM ATP, 1 mM
DTT, 5% glycerol and protease inhibitors). Reactions were performed in duplicate per set of
experiments. The repair reactions were stopped by the addition of 1 ul 10% SDS followed by
incubation at 65°C for 15 min. The DNA was recovered by quick purification kit (Qiagen).
The second set of purified DNA products was cut again with EcoRI (10 U) in a 10 pl reaction
buffer to investigate the fidelity of the end-joining. The repair products were resolved in 1%
agarose gels stained with ethidium bromide. Digital images of the gels were analyzed
densitometrically. Repair efficiency was assessed as the conversion of monomeric linear
plasmid into multimers products by following formula: [total end-joined product (dimmers
and multimers)/ total DNA in the lane (end-joined products + monomer)]. Repair fidelity was
measured by comparing the percentage of end-joined products that could be recut with EcoRI
using the following formula: [(% end-joined product before recutting — % end-joined product

left after recutting with EcoRI)/ % end-joined product before recutting].

Morphological studies of mitochondria and morphometry
To observe the mitochondria network by fluorescence confocal microscopy, keratinocytes

grown on 6-well plates were incubated with MitoTracker (Molecular Probes) 150 nM for 20
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min at 37°C for. After two washes in PBS, the cells were observed and photographed under a
FluoView laser scanning inverted microscope (Nikon). The morphology of the mitochondrial
network was studied by using Mitotracker Green (Invitrogen), the objective used was a Plan
Apochromat 60.0X/1.4/0.21 oil spring loaded. The images were acquired using the EZ-C1
Gold Version 3.2 build 610, as follow (at 37°C): the pinhole was set at 33.3 um and the
image size was 1024 x 1024. The step size was 0.5 um, and the acquisition time of the Z-
series set at 10 frames per second. The number of images was adapted to the width of each
cells determined individually. The reconstitution of the three-dimensional images was
performed using Imaris Software (Bitplane). Fifty cells per experimental condition were
selected randomly on 5 different images, and the analysis of mitochondrial tubule length was
performed with the morphometric software "Morpho. Pro" by Explora Nova (France). It
allowed to select automatically the region of interest (i.e the mitochondrial tubule), and to
calculate the length occupied by the selected pixels. In each cell 25 tubules were measured.
The tubules were divided in four categories based on their size, those <5, between 5 and 10,
between 10 and 20, and those >20 um. Results expressed as average percentage of size

distribution £+ SD of three independent experiments.

Localization and quantification of 8-oxo-dG in nuclear and mitochondrial DNA

8-0x0dG adducts in genomic and mitochondrial DNA were quantified using an enzyme-
linked immunoabsorbent assay kit (Trevigen) in accordance with the manufacturer’s
instructions. Briefly, following nuclear and Mitochondrial DNA isolation, 1 ug of DNA was
incubated with anti-8-0xodG antibody overnight at 4°C. The samples were then added to 96-
well microtiter plates containing bound albumin:8-oxodG adducts and incubated at room
temperature for 2 h. The plate was then washed and incubated with a peroxidase-coupled
secondary antibody for one hour. After 6 times washing, tetramethybenzidene substrate was
added to each well and incubated for 15 min in the dark. After addition of a stop solution,
absorbance read at 450 nm. Results were calculated based on a standard curve run

simultaneously.

Xenografts of human keratinocytes

Keratinocytes were transduced with different vectors. Fifteen days post-transduction,
keratinocytes were trypsinized, washed in DPBS, and resuspended in DPBS with 25%
Matrigel (BD Biosciences). Under a protocol approved by the Committee on the Use and

Care of Animals at Columbia University, 2 x10° human keratinocytes were injected
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subcutaneously into 6- to 8-weeks-old NOD/SCID mice (Taconic Laboratories). Tumor
formation was monitored at different time intervals. Each tumor was dissected, measured,
fixed in 4% paraformaldehyde, embedded in paraffin, and processed for hematoxyline/ eosin

staining. Histological assessment of tumor sections was performed by pathologists.

Immunohistochemical and Immunofluorescence staining

Following deparaffinization of formalin-fixed, paraffin-embedded tumor sections, antigen
retrieval was performed using microwave oven treatment in a citric acid solution (Vector
Laboratories). The sections were then incubated overnight at 4°C with anti-GFP antibody.
After incubation with HRP-conjugated secondary antibody, revelation was performed using
diaminobenzidine (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). The nuclei were then counterstained with

hematoxylin.

For immunofluorescence staining, following deparaffinization of formalin-fixed, paraffin-
embedded reconstructed epidermis, antigen retrieval was performed using microwave oven
treatment in a citric acid solution (Vector Laboratories). The sections were then incubated
one hour at room temperature with antibody against K14, K10, integrin o6 or integrin 1, or
Ki67 antibody. After incubation with Alexa 488- or 555-conjugated secondary antibody, the

nuclei were conterstained with DAPI.

Statistics
Statistical analyses were performed using one-way ANOVA tests, followed by post-hoc
Tukey’s tests. A p-value of < 0.05 was considered significant. Results are presented as means

+ SD.
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Figure legends

Figure 1. Effects of XPC downregulation on mitochondrial metabolism and glycolysis.
Glucose consumption and lactate production (A) as well as the total endogenous ATP level
and ATP level produced by mitochondria (B) were measured at the indicated time points after
transduction. The glucose uptake, lactate production, and the total endogenous and
mitochondrial ATP levels by shCtrl-transduced cells were set to 100% at each time point.
The results were then compared to the shCtrl and are expressed as the average percentage of
shCtrl + SD of three independent experiments. *, p<0.05 for shXPC-transduced cells vs
shCtrl-transduced cells and *, p<0.05 for XPC-KC vs control keratinocytes at the indicated
time points. (C) The protein expression levels of XPC, ND1, COX3, GLUT-1, HK-2,
PFKPB-3, and G6PD were determined by western blot at the indicated days after
transduction. -actin was used as a loading control. (D) The relative activity of complex IV of
the mitochondrial respiratory chain was assessed. The mRNA levels of COX1 and COX3,
ND1 and ND5 (E), HK-2 and PFKFB-3, and GLUT-1 and G6PD (F) were quantified by
quantitative real-time RT-PCR. The results are shown as the average percentage of Ctrl + SD
of three independent experiments. (G) The mitochondrial network morphology in XPC-KC,
shCtrl- and shXPC-transduced keratinocytes was determined by microscopy using Mito
Tracker. (H) Length of mitochondrial tubules was measured in 50 cells (25 mitochondrial
tubules per cell) per condition. Results are expressed as average percentage of mitochondrial
tubule size distribution &= SD of three independent experiments. *, p<0.05 for shXPC cells vs
shCtrl-transduced cells. shCtrl, keratinocytes transduced with control shRNA; shXPC,
keratinocytes transduced with shXPC, XPC-KC, keratinocytes isolated from XPC patients.

Figure 2. XPC silencing-induced ROS production leads to mitochondrial DNA deletions.
(A) ROS levels in different cells were measured by flow cytometry using cytoplasmic- and
mitochondrial-specific probes at the indicated days after transduction. The ROS level in the
shCtrl-transduced cells was arbitrarily set to 1. Results are then assessed as shown at the top
of the panels and expressed as the mean + SD of three independent experiments. (B) Genomic
and mitochondrial DNA oxidation were assessed by quantification of 8-oxodG levels in
nuclear genome and mtDNA of different cells. Results are expressed as ng of 8-0xodG per ug
DNA. (C) Mitochondrial DNA was extracted and subjected to PCR, amplifying either
reference fragments (Ref) representing total mitochondrial genome or two known deletions

(3895 del and 4977 del). (D) NADPH oxidase activity was assessed as shown at the top of the
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panels and expressed as the mean + SD of three independent experiments. (E) Glucose
consumption and lactate production as well as the total endogenous ATP level and ATP level
produced by mitochondria were measured in the different transduced cells. * Signifies p<0.05

for different cells vs shCtrl-transduced cells at the indicated time points.

Figure 3. XPC*"™'X cells display increased proliferative capacity associated with an
increased fraction of S phase cells and decreased length of S-phase following an initial
stalled phase. (A) The proliferation capacities of shCtrl- or shXPC-transduced keratinocytes

were measured by serial cell counts on different days after transduction.

(B) The distribution of cells in the G1, S, and G2 phases was measured at the indicated time
intervals after transduction using 7-AAD and BrdU staining. (C) Graphic representation of
the distribution of cells in the G1, S, and G2 phases. The percentage of cells in each phase for
shCtl-transduced keratinocytes was considered to be 100%. The results were then compared
to the shCtrl and are expressed as the mean = SD of three independent experiments. (D) The
DNA synthesis time was measured by a BrdU pulse assay. The results are shown as the
average percentage of shCtrl + SD of three independent experiments. *, p<0.05 for shXPC-
transduced cells vs shCtrl-transduced cells at the indicated time points. (E) Total protein
extracts were assessed for cell cycle regulators by Western blot analysis. B-actin was used as

a loading control.

Figure 4. Knockdown of XPC results in epithelial hyperplasia. Epidermis reconstructed
with XPC-KC, shCtrl- or shXPC-transduced keratinocytes on days 5™ and 15" after
transduction. (A) Architecture of epidermis were evaluated with H&E staining. Proliferation
and differentiation status of epidermis were assessed using immunfluorescence staining of
K10, K14, integrin o6, integrin B1, and Ki67. The nuclei were marked in blue with DAPI.
(B) High proliferation detected with Ki67 staining in a large extension of rete pegs in

epidermis reconstructed with XPC*P™¥ and XPC-KC. Scale bar: 200 pm.

Figure 5. XPC silencing drives neoplastic transformation of human keratinocytes via
NOXI1. Keratinocytes were transduced with indicated lentivirus. On the 15™ day after

transduction, cells were injected subcutaneously into NOD/SCID mice. (A) Tumor incidence
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after xenografting the different keratinocytes into the mice. (B) The in vivo tumor growth rate
of XPC*PNIK cells injected in mice is enhanced by overexpression of NOX1. (C) H&E
staining (top pictures) shows that tumors are well-differentiated SCCs with keratin pearl
formation. Expression of GFP in tumors confirmed using immunostaining with an anti-GFP

antibody (bottom pictures). Scale bar: 100 um.

Figure 6. AKT activation in XPCKPNHK triggers NADPH oxidase activation and
metabolic alteration. (A) To assess activation of different cancer pathways, luciferase-
reporter lentivirus were used to transduce the keratinocytes in the indicated conditions at days
5™ and 15™. For each reporter, the mean = SD luciferase activity is presented as the relative
value to the activity in shCtrl-transduced cells (n=3). (B, C) Glucose consumption and lactate
production (B) as well as the total ATP level and ATP level produced by mitochondria (C)
were measured in the different cells. The results were then compared to the shCtrl and are
expressed as the average percentage of shCtrl £ SD of three independent experiments. (D)
NADPH oxidase activity, Cytoplasmic and mitochondrial ROS levels were measured in
different transduced cells. (E) The effect of AKT on XPC silencing-induced genomic and
mitochondrial DNA oxidation were assessed by quantification of 8-oxodG levels in nuclear
and mitochondrial DNA. (F) To assess the effect of NOX1 on activation of AKT, Wnt, and
p53 pathways following XPC downregulation, luciferase reporter lentivirus were used as
explained in A. *, P<0.05 for indicated cells versus shCtrl; °, P<0.05 for indicated cells vs

shXPC-transduced cells

Figure 7. NHEJ activation in XPCKPNHK yesults in overcoming stalled cell cycle
progression and AKT activation. (A) The percentage of apoptotic keratinocytes was
evaluated by flow cytometry. Results are expressed as the average percentage of apoptotic
and necrotic cells £ SD of three independent experiments. *, p<0.05 for different cells vs
shCtrl-transduced cells at the indicated time points. (B) The effects of XPC and/or AKT
downregulation on the protein expression level of pro- and anti-apoptotic proteins and the
major components of NHEJ repair were determined by WB. (C) The mRNA level of DNA-
PKcs and Ku70 were quantified by quantitative real-time RT-PCR. (D) DNA-PK kinase
activity was measured in nuclear extracts of various cells. The results were then compared to

the shCtrl and are expressed as the mean + SD of three independent experiments. (E) Nuclear
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extract of cells transduced with shCtrl or shXPC were used in in vitro end-joining assays. The
pUC19 plasmid digested with EcoRI was used as monomer DNA substrate. The amount of
ligated pUC19 following incubation with various nuclear extracts shows repair efficiency
(left side of photomicrograph). Fidelity of repair was assessed by re-digestion of end-jointed
products with the EcoRI (right side of photomicrograph). (F) Graphic representation of the
end-joining experiment in panel E. Data is expressed as mean + SD of the 3 independent

experiments.

Figure 8. A model outlining cellular responses to XPC downregulation. For explanations

see the text.

Supplementary figures

Figure S1. Vector constructs and analysis of the transduction efficiency. (A) Lentiviral
vectors constructs used to overexpress EGFP, catalase, CuZnSOD, MnSOD, or NOXI1 are
shown. Vectors carry an internal cassette for the enhanced green fluorescent protein (EGFP),
catalase, CuZnSOD, MnSOD, or NOXI1 driven by the promoter of human phosphoglycerate
kinase gene (hPGK). AU3, R, and US are the LTR regions, with a deletion that includes the
enhancer and the promoter from U3. CMYV is the cytomegalovirus promoter, SD is the major
splice donor site, SA is the splice acceptor site, RRE is the rev-response element, cPPT is a
nuclear import sequence, and WPRE is a regulatory element of woodchuck hepatitis virus.
(B) Lentiviral constructs used to inhibit XPC, NOX1, NOX2, AKT, or red fluorescent
protein (RFP) expressions are shown. TEEHshRFPW construct was used as the control
shRNA (named shCtrl) plasmid. (C, D) Transduction efficacy was checked by western
blotting analysis (C) and also by measuring the specific activity of each antioxidant enzyme

in the keratinocytes (D) as described in the Methods section.

Figure S2. XPC downregulation results in change of keratinocyt cell size

At 15 days after transduction cells was photographed with light microscopy. (A) Light
micrographs show that XPC*P"® cells are lager than the control cells and that AKT

downregulation inhibits this modification. (B) Surface of 100 cells (per condition) was
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measured. Results are expressed as average cell surface = SD of three independent

experiments. *, p<0.05 for different cells vs shCtrl-transduced cells.

Figure S3. Inhibition of NOX1 expression blocks the effect of XPC downregulation on
ROS levels. Intracellular ROS levels were measured in keratinocytes at different days
following transduction using CM-H,DCF-DA, the cytoplasmic probe, or MitoSOX, the
mitochondrial probe. (A, B) Cytoplasmic (A) and mitochondrial (B) ROS levels were
measured in keratinocytes transduced with shCtrl, shXPC, catalase, CuZnSOD, MnSOD,
shNOX1, and/or NOX1, and DPI-treated cells by flow cytometry. Data are expressed as the
mean = SD of three independent experiments. T, p<0.05 for different cells vs shCtrl-

transduced cells and *, p<0.05 for different cells vs indicated corresponding samples.

Figure S4. NOX1 activation in XPC*"""X triggers metabolic alteration. (A) The relative
activity of complex IV of the mitochondrial respiratory chain was assessed. The mRNA
levels of COX1 and COX3, ND1 and ND5 (B), HK-2 and PFKFB-3, and GLUT-1 and G6PD
(C) were quantified by quantitative real-time RT-PCR at different time intervals following
transduction. The results are shown as the average percentage of shCtrl + SD of six

independent experiments. *, p<0.05 for different cells vs shCtrl-transduced cells.

Figure S5. AKT activation in XPC*"™X triggers metabolic alteration. (A) The protein
expression levels of XPC, ND1, COX3, GLUT-1, HK-2, PFKPB-3, G6PD, AKT, phospho-
AKT, phospho-GSK-3 were determined by western blot at the indicated days after
transduction. B-actin was used as a loading control. (B) The relative activity of complex IV of
the mitochondrial respiratory chain was assessed. The mRNA levels of COX1 and COX3,
ND1 and ND5 (C), HK-2 and PFKFB-3, and GLUT-1 and G6PD (D) were quantified by
quantitative real-time RT-PCR at different time intervals following transduction. The results
are shown as the average percentage of shCtrl £ SD of six independent experiments. (E) The
mitochondrial network morphology in shCtrl-, shXPC, (shXPC+shAKT)-transduced
keratinocytes was determined by microscopy using Mito Tracker. Length of mitochondrial
tubules was measured in 50 cells (25 mitochondrial tubules per cell) per condition. Results
are expressed as average percentage of mitochondrial tubule size distribution + SD of three

independent experiments. *, p<0.05 for different cells vs shCtrl-transduced cells.
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Figure S6. XPC silencing-induced epithelial hyperplasia manifestation blocked by AKT
downregulation. Epidermis reconstructed with shAKT- and (shXPC+shAKT)-transduced
keratinocytes on days 5 and 15 after transduction. The effect of DNA-PK inhibition on
reconstruction of epidermis was assessed by treatment of epidermis with NU7026.
Architecture of epidermis was evaluated with H&E staining. Proliferation and diffrerentiation
status of epidermis were assessed using immunfluorescence staining of K10, K14, integrin

a6, integrin b1, and Ki67. The nuclei were marked with DAPI and are in blue.

Figure S7. The effects of NOX1 on AKT activation in XPC "X, (A) The effects of
NOXI1 on the protein expression level of AKT, phospho-AKT, phospho-GSK-3f and YH,AX
were determined by western blot at the indicated days after transduction. B-actin was used as
a loading control. (B) Apoptotic cells were analyzed by flow cytometry at indicated time
intervals after transduction. Results are expressed as the average percentage of apoptotic and
necrotic cells = SD of three independent experiments.*, p<0.05 for different cells vs shCtrl-

transduced cells at the indicated time points.

Figure S8. XPC protein level in cells from XPC patients. Total cell lysates from 3 patients
(lanes 2, 3, and 5), 2 control samples (lanes 1 and 4), and one control sample transduced with
shXPC (lanes 6) were analyzed by western blot and probed with anti-XPC and anti-Bactin

antibodies. Anti-fB-actin was used to normalize protein levels.
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Supplementary Tables

Table S1. Primer sequences for quantitative real-time PCR

Target gene SEQUENCE
DI F: ACGCCATAAAACTCTTCACCAAAG
R: TAGTAGAAGAGCGATGGTGAGAGCTA
DS F: AGTTACAATCGGCATCAACCAA
R: CCCGGAGCACATAAATAGTATGG
ot F: CTGCTATAGTGGAGGCCGGA
R: GGGTGGGAGTAGTTCCCTGC
I F: CCAATGATGGCGCGATG
R: CTTTTTGGACAGGTGGTGTGTG
CLUT-1 F: GCTACAACACTGGAGTCATC
R: GGATCAGCATCTCAAAGGAC
iy F: GCTGGCCGATCAACACCGT
R: GCCGTCCGGGGTAGCACA
SEKFEA F: GGTGTGCGACGACCCTAC
R: GTACACGATGCGGCTCTG
I F: ATGATGCAGCCTCCTACCAG
R: ACAGGGAGGAGATGTGGTTG
F: CCGAGATACAGGCATCTTCC
Ku70/XRCC6 | B TCCGCAACAGGTCTTCTAGC
ONADKes F: CCTTGACACAGTTCCTGAGGT
R: TCCTGAGAACTGGCCCTTTT
- F: GAGTGCATCTCCATCCACGTT
R: TAGAGCTCCCAGCAGGCATT

Table S2. Primer sequences used to detect mitochondrial deletions

Primer name SEQUENCE Position
Al* 5’-CTTTTGGCGGTATGCACTTT-3’ 404-423
A2%* 5’-GATTATGGATGCGGTTGC TT-3’ 4676-4657
B1* 5’-CAACCCTCGCCCATC CTA-3 491-508
B2* 5’-CCTGCAAAGATGGTAGAGTAGATGAC-3’ 4516-4489
c1’ 5’-GCAGTAATATTAATAATTTTCATG-3’ 7293-7316
c2f 5’-CTAGGGTAGAATCCGAGTATGTTG-3’ 13298-13905
DI 5’-TGAACCTACGAGTACACCGA-3’ 7091-7920
D2} 5’-GGGGAAGCGAGGTTGACCTG-3’ 13650-13631

Refl* 5’-GATTTGGGTACCACCCAAGTATTG-3’ 16042-16066
Ref2* 5’-AATATTCATGGTGGCTGGCAG TA-3’ 16125-16102

* the primer sequences are according to Harbottle and Birch-Machin (Harbottle and Birch-

Machin, 2006).

" the primer sequences are according to Berneburg ez al (Berneburg et al., 1999).
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Résumé

Role du facteur de transcription HIF-1o dans la physiologie cutanée
et dans la réponse a I’exposition UV

Le facteur de transcription HIF-1 est un hétérodimere composé d’une sous-unité o et d’une
sous-unité B. HIF-1 est capable de reconnaitre une séquence consensus appelée HRE (HIF
Response Element) et de réguler I’expression de plus de 200 geénes cibles impliqués dans
divers mécanismes cellulaires. Nous nous intéressons a ¢tudier le role de HIF-1o dans la
peau, d’une part dans la régulation des enzymes de la réparation de I’ADN suite a
I’irradiation UVB, d’autre part dans la physiologie cutanée.

Nos résultats montrent bien que HIF-la régule 1’expression des geénes participant a la
réparation de I’ADN (XPC et XPD). Ces geénes contiennent dans leurs régions promotrices
des HRE de HIF-1o.. La quantification de I’'immunoprécipitation de chromatine révele des
HRE putatifs dans les génes codant pour d'autres protéines de la réparation de 'ADN (XPB,
XPG, CSA et CSB), ce qui suggere que HIF-1a est un régulateur clé de la machinerie de
réparation de I'ADN.

Nous avons prouvé que HIF-la est indispensable a 1’adhésion des kératinocytes par sa
régulation exercée sur la laminine-332 et les intégrines (o6 et f1). L’absence de 1’expression
de HIF-1ow empéche aussi la reconstruction des épidermes a partir des kératinocytes humains.
Nos résultats ont montré que les souris invalidées pour HIF-1ow développent avec 1’age un
phénotype d’inflammation dans plusieurs régions. Ces souris sont treés sensibles au moindre
stress consécutif a une blessure et une irradiation UVB. L’induction de I’inhibition de HIF-
la dans des souris inductibles avec le tamoxiféne indique un détachement de 1’épiderme au
niveau des couches supra-basales. Ces souris meurent deux semaines apres injection du

tamoxiféne.

Mots clés: HIF-1a., réparation de I’AND, laminine-332, intégrines, kératinocytes, épiderme

reconstruit
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Summary

Role of the transcription factor HIF-1a in skin physiology and
response to UV exposure

The transcription factor HIF-1 is a heterodimer composed of an o and B subunit. HIF-1 is
capable of recognizing a consensus sequence called HRE (hypoxia Response Element) and
regulate the expression of more than 200 target genes involved in various cellular

mechanisms. We are interested in studying the role of HIF-1a in the skin physiology.

Our results show that HIF-1o regulates the expression of two main factors (XPC and XPD)
involved in nucleotide excision repair through binding on HRE in their promoter regions.
Quantitative chromatin immunoprecipitation assays further revealed putative HREs in the

genes encoding other DNA repair proteins (XPB, XPG, CSA and CSB), suggesting that HIF-
lo is a key regulator of the DNA repair machinery.

We proved that HIF-1a is essential for keratinocyte adhesion through its regulation exerted
on laminin-332 and integrins (a6, B1). The lack of HIF-1ow expression also prevents the
reconstruction of epidermis by human keratinocytes. Our results showed that mice
constitutively depleted for HIF-1o in their epidermis develop with age a phenotype of
inflammation in several regions. These mice are very sensitive to the stress resulting from
wound injury and UVB irradiation. HIF-1o depletion in the epidermis of inducible mice
using tamoxifen results in a detachment of the epidermis in suprabasal layers. These mice die

within two weeks after injection of tamoxifen.

Key words: HIF-1a, DNA repair, laminin-332, integrins, keratinocytes, reconstructed

epidermis
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