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ABREVIATIONS
50HdC 5-hydroxy-2’-désoxycytosine
6-4 PP 6-4 photoproduits
8-oxodG 7,8-dihydro-8-oxodésoxyguanosine
ACTH Hormone adrénocorticotropique
ADN Acide desoxyribonucléique
ADP Adénosine diphosphate
AHP Aminohydroxyphenylalanine
AlF Facteur induisant I’apoptose / (apoptosis-inducing factor)
AMPc Adénosine monophosphate cyclique
AP-1 Activator Protein-1 / Protéine activatrice-1
Apafl Facteur apoptotique activant des proteases / apoptosis protease-activating factor-
ARN ,1Acide ribonucléique
AT Aminotyrosine
ATP Adenosine triphosphate
BCC Carcinome basocellulaire
BER Réparation par excision de base
bFGF Facteur basal de croissance des fibroblastes
CoA Coenzyme A
CPD Dimere Cyclobutane de Pyrimidine
cytc cytochrome ¢
DAG Diacylglycérol
DEM Dose érythémateuse minimale
DewarPP | Isomere de Dewar
DFF DNA Fragmentation Factor
DHI Dihydroxyindole
DHICA Acide dihydroxyindole carboxylique
DPC Interaction ADN-Protéine ( DNA-Protein crosslink)
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EGF Facteur de croissance épidermique

ER/RE Epiderme reconstruit

ERK/REK | Epiderme reconstruit avec des kératinocytes
ERM/REM | Epiderme reconstruit avec des kératinocytes et des mélanocytes
ET-1 Endothéline-1

GGR Reéparation globale du génome

GSH Glutathion

GSHPx Glutathion peroxidase

HHR23B | UV excision repair protein RAD23 homologue B
HNE 4-hydroxy-2-nonenal

HO-1 Héme-oxygénase

HSP Protéine de choc thermique

IBMX Isobutylméthylxanthine

IFN-y Interféron-y

IL-1; -6 Interleukine 1, 6

I-xB Inhibiteur de NF-xB

JDE Jonction dermo-épidermique

KGF Facteur de croissance des kératinocytes
L-DOPA | L-3,4-dihydroxyphénylalanine

MDA Malondialdéhyde

MMP Metalloprotéinase matricielle

MPTP Mitochondrial Permeability Transition Pore
NAD Nicotinamide Adenine Dinucléotide

NADP Nicotinamide Adenine Dinucléotide Phosphate
NER Réparation par excision-resynthése

NF-xB Facteur Nucléaire-xB

OAG 1-oleyl-2-acetylglycérol

OoDC Ornithine décarboxylase

10




Muriel Cario-André

PABA Acide para-amino-benzoique

PARP Poly(ADP-ribosyl)polymérase

PB-DOPA | Protéine liée a un groupement3-4 dihydroxyphénylalanine

PCNA Antigene nucléaire de prolifération cellulaire / Proliferating Cell Nuclear
Antigen

PGE-2 Prostaglandine E2

PHGSHPx | Glutathion peroxidase spécifique des phospholipides

PKC Protéine kinase C

POMC Propiomélanocortine

pTpT Dimere de Thymine

PUFA Acides gras polyinsaturés

ROS Espece réactive de I’oxygéne

RPA Protéine de réplication A / Replication Protein A

SBC Sunburn cell : kératinocyte apoptotique

SCC Carcinome spinocellulaire

SOD Superoxyde dismutase

SPF Sun Protecting Factor

SVF Serum de Veau feetale

TCR Réparation couplée a la transcription

TFIIH Facteur de transcription de I’ARN polymérase 11

TNFR1 Récepteur 1 du TNF

TNF-a Facteur de nécrose tumorale / Tumor Necrosis Facteur

TRP-1 Tyrosinase Related Protein 1

TRP-2 Tyrosinase Related Protein 2

UVA UltravioletsA

UVA+B Ultraviolet A combiné aux ultraviolets B

uvB Ultraviolets B

XP Xeroderma pigmentosum

XPA,B,C,D | Xeroderma pigmentosum
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E

Groupe de complémentation A, B, C, D, E

o-MSH

Hormone stimulant les mélanocytes / Melanocyte Stimulating Hormon
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PRINCIPAUX SYMBOLES ET FORMULES

H,0, Peroxyde d’hydrogéne

HO ou OH* Radical hydroxyle

HO, radical hydroperoxyle',

HOCI Acide hypochlorique

LOO Radical peroxyle

LOOH Hydroperoxyde

NO Monoxyde d’azote (Nitric oxide)
ONOO" peroxynitrite

TiO, Dioxyde de titane

ZnO Oxyde de zinc
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En France, depuis 1936, date d’obtention des congés payés, les vacances au soleil sont
devenues une des principales activités estivales. A I’échelon international, le phénomeéne s’est
amplifié, au cours des derniéres décennies, par la démocratisation du transport aérien rendant
facilement accessible, notamment aux sujets a peau claire, des latitudes auxquelles sont
adaptées les peaux négroides. De méme, le culte du bronzage a fait des UVA, outil
thérapeutique, un outil de séduction. Ce changement de mode de vie, accompagné d’une
augmentation quantitative et qualitative de I’exposition aux irradiations solaires et
artificielles, a eu pour conséquence une augmentation importante du taux de cancers cutanés
qui sont devenus un probleme de santé publique a I’échelle mondiale dans les pays
développés a population a peau claire.

Divers modes de prévention ont été envisagés: la non-exposition, le port de vétements
photoprotecteurs et I’utilisation de produits anti-solaires. Pour ces derniers, au centre d’une
controverse, les connaissances de I’effet des UV sur la peau ont eu pour effet de faire évoluer
la formulation : par exemple, dans la période la plus récente, les produits antisolaires sont
passés de simples anti-UVB a des combinaisons d’anti-UVA et d’anti-UVB. En effet, pendant
longtemps, seuls les UVB ont été considérés comme cancérigenes.

En général, I’incidence des cancers cutanés chez les individus de type négroide semble
nettement moins importante que chez les individus de type caucasoide. Des carcinomes ont
été observés chez des négroides albinos Nigeériens dont les mélanocytes sont présents mais
inactifs (Yakubu et Mabogunje, 1993). Une étude sur 111 albinos de type négroide a montre
un taux de cancer cutané de 23,4 % (Kromberg et al., 1989). Par contre, trés peu de
carcinomes cutanés ont été observés chez des patients atteints de vitiligo, dont les
mélanocytes sont detruits, et ceci sans corrélation avec le phototype et la latitude (Nordlund et
Ortonne, 1998). Sur 1500 patients atteints de vitiligo, 0,2 % ont développé un cancer cutané
(Nordlund et Ortonne, 1998). Les malades atteints de xeroderma pigmentosum, maladie
génétique de la réparation de I’ADN, sont trés sensibles aux UV et développent de
nombreuses tumeurs cutanées. Ces données cliniques suggerent d’une part que les cancers
cutanes peuvent étre liés directement aux Iésions de I’ADN induites par les UV, d’autre part,
gue les mélanocytes négroides normaux auraient un effet globalement protecteur sur la
cancérogenese cutanée; et enfin, que I’altération fonctionnelle des mélanocytes ou la
diminution de leur nombre a des effets variables en termes de cancérogenése cutanée, et ceci
quel que soit le phototype cutané.

Le phototype, qui est évalué par la résistance au coup de soleil et la capacité a bronzer, n’est
pas corrélé au nombre de mélanocytes mais a la quantité et au type de mélanine produite par
les mélanocytes. Les études in vitro montrent que la mélanine prévient I’induction des lésions
directes de I’ADN, ce qui suggere que le réle du mélanocyte dans la cancérogenése cutanée
puisse étre attribuable a la mélanine.

Le mélanocyte semble donc étre la cellule clé dans la protection de la peau contre le
stress génotoxique UV-induit et conséequemment dans la cancérogeneése cutanée, avec des
variations importantes selon le phototype.

15
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Le but de cette thése est d’aborder objectivement la fagon dont les mélanocytes de type
caucasoide influencent les réponses UV-induites de I’épiderme. Ce type d’étude n’est possible
qu’ex-vivo avec un modele tridimensionnel d’épiderme reconstruit.

Ce modeéle, comme les explants cutanés, ne peut pas étre utilisé a suffisamment long terme
pour étudier I’apparition de tumeurs, mais il permet d’étudier les stress génotoxiques et
cytotoxiques induits par les UV.

Notre étude a porté sur I’influence, a court terme, de la présence de mélanocytes normaux
dans I’épiderme reconstruit, aprés une irradiation aigué correspondant a 4-5 DEM d’UVB
pour une peau de phototype 11/111, soit environ 1- 2 heures d’exposition solaire au zénith et en
été (Lowe et Friedlander, 1997).

Le soleil ayant un effet bénéfique sur la population, en particulier par son influence anti-
dépressive et son réle dans la synthése de la vitamine D (facteur antirachitique), la mise au
point de photoprotecteurs appropriés reste a I’ordre du jour. Les expérimentations animales
étant en recul annoncé, les modeles alternatifs tels que les épidermes reconstruits sont appelés
a étre utilisés plus freqguemment pour I’étude des substances actives. Cependant, la
physiologie de ces modeles doit étre validée afin de déterminer dans quelle mesure leur
comportement reproduit celui de I’organe correspondant in vivo. En conséquence, nous avons
étudié le réle du mélanocyte, paralléelement au comportement de I’épiderme reconstruit face
aux UVB, UVA et a la combinaison UVA + UVB. Nous avons également evalug, apres
irradiation UV, I’efficacité d’agents photoprotecteurs appliqués sur I’épiderme reconstruit.
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1 Lapeau

La peau constitue I’organe le plus important de I’organisme, en taille et en poids. C’est la
premiére barriére de défense de I’organisme contre les agressions extérieures (UV, composés
chimiques, microorganismes). Elle est constituee de trois tissus superposés qui sont de
I’extérieur vers I’intérieur, I’épiderme, le derme et I’hypoderme.

1.1 Structure de la peau

1.1.1 L’épiderme

L’épiderme est constitué de 4 couches de cellules superposées, de I’extérieur vers I’intérieur :
la couche cornée, la couche granuleuse, la couche épineuse et la couche basale.

Il est composé a 90 % de kératinocytes, 5 % de mélanocytes, 2-8 % de cellules de Langerhans
et a 1 % de cellules de Merkel.

La jonction dermo-épidermique (JDE) permet la cohésion épiderme-derme. Elle est élaborée a
la fois par les kératinocytes épidermiques basaux et par les fibroblastes dermiques. Elle est
caractérisée par la présence de structures d’ancrage spécifiques.

La jonction épiderme-JDE est assurée par les hémidesmosomes. La cohésion derme-JDE est
assurée par les fibres d’ancrage (collagénes) associées aux plaques d’ancrage.

Comme toutes les membranes basales, la jonction dermo-épidermique controle les échanges
des produits métaboliques entre I’épiderme et le derme.

Stratum corneum

Granuleuse =

Epincuse

Basale =4
Jonction
dermo-épidermique

. ——Kératinocyte
e © e l'unité
L= C ;
taaE ,{/ ‘épidermique
— - .
4 ... .de mélanisation

e Cellule de
- m‘*‘ -;vj‘ ; Merkel
Figure 2 : Structure de I’épiderme (d’apres Dominice-Franchi, 1999)

19



Muriel Cario-André

1.1.2 Le derme

Le derme est un tissu conjonctif dense qui constitue le support solide de la peau. Il est
constitué de cellules, principalement les fibroblastes, et d’une matrice extracellulaire.

La matrice extracellulaire est constituée majoritairement de fibres de collagenes et d’élastine,
de protéoglycanes et de glycoprotéines de structure. Le derme est vascularisé et innervé. C’est
le tissu nourricier de I’épiderme. Outre les fibroblastes qui sécretent tous les composants de la
matrice extracellulaire, le derme contient d’autres composants cellulaires résidents des tissus
de soutien ou passagers apportés par la vascularisation.

1.1.3 L’hypoderme

L’hypoderme sépare le derme des muscles sous-jacents. 1l est constitué majoritairement
d’adipocytes, cellules spécialisées dans le stockage des lipides. 1l représente une réserve
nutritionnelle et une source de chaleur. Il est rattaché au derme par des expansions de fibres
de collagénes et de fibres élastiques (Mélissopoulos et Levacher, 1998 ).

1.2 Les cellules épidermiques

1.2.1 Mélanocytes

Les mélanocytes sont des cellules dendritiques pigmentogénes, issues de la créte neurale,
situées au niveau de la couche basale. Ils assurent la pigmentation de la peau. lIs se divisent
peu sauf sous I’effet de stimulations telles que la stimulation ultraviolette.

Au niveau de la basale, il y a 1 mélanocyte pour 5 a 10 kératinocytes. Les mélanocytes
forment, avec les kératinocytes voisins des couches basale et épineuse, I’unité épidermique de
mélanisation (environ un mélanocyte pour 36 kératinocytes). C’est au sein de cette unité que
se fait le transfert des mélanosomes, organelles contenant la mélanine (Kanitakis, 1997).

La différence existant entre les divers phototypes ne provient pas du nombre de mélanocytes
mais de leur activité pigmentogeéne et du transfert de la mélanine au sein de I’épiderme
(Fitzpatrick et al, 1979).
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Figure 3 : Mélanocytes en culture observés en microscopie photonique. a) x200, b) x600

(Collection personnelle)

1.2.2 Kératinocytes

Les kératinocytes assurent la structuration de I’épiderme. Ils se divisent au niveau de la
couche basale. Les couches épineuse, granuleuse et cornée sont formées de kératinocytes
ayant un stade de différenciation de plus en plus avancé. La couche cornée est formée de
cornéocytes ou cellules cornées qui sont des kératinocytes en phase terminale de
différenciation.

N : noyau

n : nucléole

m : mitochondries

Ri : ribososmes

RE : réticulum endoplamsique
G : appareil de Golgi

HD : hémidesmosomes

D : desmosomes

KH : kératohyaline

TF : tonofilaments

Figure 4 : Le processus de kératinisation (d'aprés Lavker et Maltosky, 1970)
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Figure 5 : Kératinocytes confluents en culture observés en microscopie photonique (x
200) (Collection personnelle)

1.2.3 Cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans sont issues de précurseurs hématopoiétiques CD34+ de la moelle
osseuse. Elles se situent dans la couche épineuse. Ce sont des cellules dendritiques dont la
fonction principale est de présenter les antigenes aux lymphocytes T et B. A ce titre, elles sont
impliquées dans les défenses immunitaires spécifiques.

Figure 6 : Cellules de Langerhans sur le feuillet épidermique reconstruit (d’apres Staquet
et al., 2000)

1.2.4 Cellules de Merkel

Les cellules de Merkel sont les cellules neuro-endocrine de I’épiderme. Elles sont situées dans
la couche basale. Elles semblent avoir un réle de mécanorécepteur. Leur origine reste
ambigué.
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23



Muriel Cario-André

1.3 La pigmentation

La pigmentation de la peau est assurée par les melanocytes qui transférent leurs mélanosomes
aux kératinocytes adjacents.

Il existe deux types de mélanine dans les cellules épidermiques, la phéomélanine et
I’eumélanine. Dans les mélanocytes cohabitent des eumélanosomes et des phéomélanosomes.
Le nombre de mélanocytes exprimant la tyrosinase, TRP-1 et TRP-2 est similaire dans les
différents types de peau (Tobin et al, 1994).

Les 6 principaux phototypes sont établis a partir de la capacité des individus a attraper un
coup de soleil, a bronzer et de leur carnation. Ces phototypes permettent d’estimer la dose
érythémale minimale (DEM) ainsi que le SPF (sun protecting factor) des cremes solaires a
utiliser.

Phototype Exemple Carnation Réaction solaire DEM_2 SPE .
mJ.cm™ | suggere
| Celtiques, Irlandais, Blanche Brilent toujours 15-30 | 25-30
Roux Ne bronzent jamais
Individus Bralent facilement
] ; Blanche Bronzent peu, avec 25-40 | 25-30
peau claire e
difficulté
i Majorlte__des Blanche Bralent parfc_)ls 30-40 15
Caucasoides Bronzent progressivement
IV A5|at|ques Mate Brulent_peu _ 40-60 15
Hispaniques Bronzent toujours bien
v Indler_15 Brune Brulent_rarempnt 60-90 15
Moyen- orientaux Bronzent intensement
Brun Ne bralent jamais
Vi Africains foncé >Nt jar 90-150 15
3 noire Bronzent intensément

Tableau 1 : Classification des phototypes (d’aprés Pathak (1995) et Lowe et Friedlander,
(1997))

Les mélanocytes cutanés de phototype VI possedent plus d’eumélanine et de phéomélanine
que les mélanocytes de phototype | en culture comme in vivo (Wenczl et al., 1998). De
méme, les mélanocytes isolés d’épidermes d’Asiatiques possédent plus d’eumélanine et de
phéomélanine que les mélanocytes isolés d’épidermes d’européens (Hunt et al., 1995a).
Toutefois le rapport phéomélanine/eumélanine est plus faible dans les mélanocytes
d’Asiatiques (Hunt et al., 1995a).

Le rapport entre les 2 isomeres de la phéomélanine, établi grace a leurs produits de
dégradation (aminotyrosine (AT) et aminohydroxyphenylalanine (AHP)), varie entre les
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phototypes (Wenczl et al., 1998). La signification de cette variation, pour I’instant, n’a pas eté
élucidée (Wenczl et al., 1998).

1.3.1 Mélanogenése

La tyrosinase est I’enzyme qui régule les premieres étapes de la synthése de la phéomélanine
et de I’eumélanine. Ces deux types different par leur formule chimique et leurs propriétés
physico-chimiques. L’eumélanine et la phéomélanine sont issues de la conversion de la L-
tyrosine en L-3,4-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) qui est oxydée en dopaquinone. Ces
deux étapes sont catalysées par la tyrosinase. A partir de la dopaquinone, les voies de synthese
different pour I’eu- et la phéomélanine (cf. Figure 7 : Eu. et Phéomélanogenése (d’apres Ito,
(1998), p.23).

Chez la souris, la tyrosinase est plus importante pour la synthése d’eumélanine que pour la
synthése de phéomélanine et son niveau de production peut déterminer le type de mélanine
produite (Burchill et al., 1986, 1989; Thody et Burchill, 1992).

La présence de groupements thiols induit une production exclusive d’adduits thiols sur la
DOPA favorisant ainsi la voie de la phéomélanogenése (Ito, 1998). Ceci explique que la
culture de mélanocytes en milieu MCDB153, riche en cystéine, favorise la phéomélanogenése
(Hunt et al., 1995a).

1.3.1.1 Eumélananogenese

L’eumélanine est un pigment de couleur brun-noir. Elle est produite dans des mélanosomes
ellipsoidaux dans lesquels elle se distribue le long de filaments protéiques structuraux
possédant une périodicité caractéristique (Donois, 1998).

L’eumélanine est obtenue par une suite de processus enzymatiques et résulte de la
copolymérisation du DHI (dihydroxyindole) et du DHICA (acide dihydoxyindole
carboxylique) en proportions variables (cf. Figure 7 : Eu. et Phéomélanogenése (d’apreés Ito,
(1998), p. 23). Les enzymes nécessaires sont la TRP-1 (DHICA-oxydase), qui aurait
également une activité catalase (Halaban et Moellmann, 1990), et la TRP-2 (dopachrome
tautomérase). Une forte concentration de tyrosinase favorise I’eumélanogenése (Tobin et al,
1994) probablement parce qu’elle catalyse I’oxydation du DHI (précurseur de I’eumélanine)
(Ito, 1998).

01 e ¥
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Figure 8 : Eumélanosomes en microscopie électronique observés dans les mélanocytes

d’un épiderme reconstruit caucasoide (a) stade Il ; b) stade 1) (Collection personnelle)

1.3.1.2 Phéomélanogenese

La phéomélanine est un pigment de couleur jaune-rouge. Elle est produite dans des
mélanosomes sphériques dans lesquels elle se distribue en motte.

La voie de la phéomélanogeneése fait intervenir des composés soufrés. Le soufre est présent
dans la cellule soit sous la forme d’un acide aminé, la cystéine, soit sous la forme d’un
tripeptide, le glutathion qui sous I’action d’une glutamyl-transpeptidase peut libérer une
cystéine. La phéomélanine est obtenue par réaction spontanée de la cystéine avec le
dopachrome donc sa formation dépend de la concentration en cystéine libre dans le
cytoplasme.

Figure 9 : Phéomélanosome en microscopie électronique observé dans un mélanocyte d’un

épiderme reconstruit Caucasoide (stade 1) (Collection personnelle)

1.3.1.3 Transfert des mélanosomes

La migration des mélanosomes au sein des dendrites se fait grace au réseau de microtubules, a
la dynéine et a la kinésine (Figure 10 : Transfert de mélanosomes au sein de I’unité
épidermique de mélanisation (d’aprés Vancoillie et al., 2000), p. 27).

Le mode de transfert des mélanosomes aux kératinocytes n’est pas vraiment connu. Plusieurs
hypothéses ont été formulees : cytophagocytose, relargage des mélanosomes dans I’espace
intercellulaire suivi d’une endocytose, voie de communication entre le mélanocyte et le
kératinocyte ou inoculation directe (Yamamoto et Bahwan, 1994).

Les mélanosomes sont retrouvés sous forme isolée dans les peaux de type négroide et sous
forme de complexe dans les peaux de type caucasoide.
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Figure 10 : Transfert de mélanosomes au sein de I’unité épidermique de mélanisation
(d’apreés Vancoillie et al., 2000)

1.3.2 a-MSH

La tyrosinase, enzyme de la mélanogenese, est synthétisée sous la forme d’un précurseur
inactif. Cette proenzyme est activée lorsque les mélanocytes sont stimulés par I’a-MSH via
I’AMPc. L’a-MSH et I’ACTH sont produites par épissage alternatif du gene POMC
(propiomélanocortine) dans la glande pituitaire (Forlot, 1987) et dans la peau, aussi bien par
les kératinocytes que par les mélanocytes (Thody et al., 1983 ; lyengar, 1995 ; Wintzen et al.,
1996). La protéine agouti est un antagoniste de I’a-MSH. Elle empéche d’une part la fixation
de I’a-MSH sur son récepteur et donc I’activation du récepteur et d’autre part elle stabilise la
forme inactive du récepteur (Lu et al., 1998). De ce fait, la protéine agouti empéche
I’initiation de la cascade de réactions aboutissant a I’activation de la tyrosinase.

Le mélanocyte est également capable de sécréter les protéines impliquées dans la régulation
de I’expression du POMC (Slominski et al., 1995).

L’a-MSH ne stimule pas I’activité de la tyrosinase dans des biopsies cutanées quel que soit
leur phototype (Burchill et al., 1990). En effet, il semble que I’a-MSH nécessite la présence
du bFGF pour augmenter aussi bien I’activité dopa-oxydase (tyrosinase) que la quantité de
mélanine des mélanocytes en culture (Hedley et al., 1998). L’a-MSH pourrait influencer le
ratio eumélanine/ phéomélanine (Hunt et al. 1995b; Lu et al. 1998).

Les taux d’a-MSH et d’ACTH (Schauer et al, 1994 ; lyengar et al., 1995) ainsi que le taux de
bFGF (Halaban et al., 1992) sont augmentés apres irradiation.
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1.4 ROle des lipides

La composition en lipides différe en fonction des couches épidermiques. Les phospholipides
qui correspondent a 45 % des lipides totaux dans la basale et I’épineuse ne sont plus que de
25-30 % dans la granuleuse et sont négligeables dans le stratum corneum. Par contre, les

pourcentages d’acides gras libres et de sphingolipides (générateurs de céramides) sont plus
élevés dans le stratum corneum (Elias, 1992).

Les lipides représentent 10 % du poids sec de la couche cornée et jouent un réle crucial dans

I”’homéostasie de la barriére cutanée et dans la perméabilité sélective de celle-ci a certaines
substances.
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Figure 11 : Répartition des lipides au sein de I'épiderme (d'aprés Elias, 1992)

Les acides gras sont responsables de la fluidité membranaire. Cette fluidité est d’autant plus
importante que le nombre d’insaturations des acides gras est important.

Les acides gras, en particulier I’acide linoléigue et I’acide arachidonique, tous deux insatures,
sont essentiels pour le fonctionnement et la structure de la peau. En effet, ce sont des
composants essentiels des membranes cellulaires et des précurseurs des éicosanoides
(molécules de I’inflammation). L acide linoléique et I’acide arachidonique font partie des
acides gras essentiels. Cependant, la plupart des tissus, excepté I’épiderme, possede les
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enzymes nécessaires a la conversion de I’acide linoléique en acide arachidonique (Proksh,
1999).

Les acides gras saturés peuvent étre synthétisés dans I’épiderme, principalement dans les
couches basale, épineuse et granuleuse, le stratum corneum n’ayant lui qu’une faible capacité
synthétique.

Une carence en acides gras insaturés induit une hyperprolifération de I’épiderme, une
différenciation anormale et une fonction barriére anormale (Wright, 1991). Ces symptémes
sont fortement diminués par application topique d’acide linoléique (Lowe et Stroughton,
1977).
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2 Peau et rayonnement solaire

Le rayonnement solaire est composé de rayons cosmiques, de rayons gamma, de rayons X,
d’ultraviolets (200-400 nm), de la lumiére visible (400-800 nm), des infra-rouges (800-5000
nm) et des ondes radio.
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Figure 12 : Pénétration des radiations solaires dans la peau (d'aprés Sciences et Avenir,

Dossier spécial "Le soleil et la beauté”, (1999))

La couche d’ozone arréte les rayons dont la longueur d’onde est inférieure a 300 nm environ.

Les rayons visibles et infra-rouges traversent I’épiderme et le derme jusqu’a I’hypoderme
superficiel.

Cependant, peu de recherches ont été faites sur I’effet de la lumiére visible et des infra-rouges
sur la peau.

Les études récentes prétent, aux infra-rouges, un role protecteur. lls provoquent une
augmentation de la température qui via I’induction des protéines de choc thermique (HSP)
(Lindquist, 1986; Maytin et al., 1993) pourrait protéger la peau. Cependant, Menezes et al.
(1998) ont montré que la cytotoxicité induite par les UVA et les UVB, dans les fibroblastes
humains dermiques peut étre limitée par les infrarouges sans induction des HSP. De plus, les
infra-rouges peuvent augmenter le taux de ferritine et ainsi limiter les réactions impliquant le
fer (cf. p. 34) a des doses n’induisant ni lésions de I’ADN (photoproduit), ni protéines de
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stress oxydatif (héme oxygénase, NOsynthase, superoxyde dismutase, protéines de choc
thermique ou des protéases impliquées dans la dégradation de la peau (collagénase,
stromélysine, gélatinase) (Applegate et al., 2000)).

Les infrarouges ne protégent pas de la lipoperoxydation UVA-induite (Menezes et al., 1998)
mais protegent de la formation des sunburn cells (kératinocytes apoptotiques) induite par les
UVB (Danno et al., 1992).

2.1 Les ultraviolets

Les ultraviolets C, qui sont les ultraviolets les plus déléteres, sont arrétés par la couche
d’ozone. Mais avec son amincissement, la protection vis a vis des UVC commence a se poser.
Les UVB (295-320 nm) pénétrent dans I’épiderme et dans le derme superficiel alors que les
UVA (320-400 nm) pénetrent jusqu’au derme profond. Les UVA peuvent étre subdivisés en
UVA 11 (320-340) et UVA | (340-400) par leur différence de spectres d’action. Les UVAII
ont un comportement pigmentogene semblable aux UVB (Fitzpatrick, 1986), alors que les
UVA |, comme les UVB induisent la formation de photoproduits.

En une journée a la surface de la terre, nous recevons environ 15 DEM d’UVB et 4-5 DEM
d’UVA (Pathak, 1997).

Plus de 60 % de I’irradiation UV totale est recue entre 11 h et 15 h (heure solaire). Le flux de
radiation UVB solaire est maximum entre 11h et 13h (heure solaire).

L’incidence des UV ne dépend pas uniquement de la course du soleil dans la journée (lever-
coucher) mais également de I’emplacement de la terre par rapport au soleil (rotation de la
terre autour du soleil) ainsi que de la latitude et de la longitude. Le flux d’UVB varie
beaucoup plus que le flux d’UVA en fonction de la latitude.

La lumiere solaire, avant atténuation par I’atmosphére terrestre, comprend 6,3 % d’UVA et
1,5 % d’UVB soit 13 fois plus d’UVA que d’UVB (Pathak, 1997), alors qu’apreés atténuation
par I’atmosphére terrestre, la lumiére solaire comprend 107 & 10° fois plus d’UVA que d’UVB
(Morliere, 1995).

Les UVB sont 10 a 100 fois plus efficaces pour induire I’oxydation des lipides dans les
fibroblastes. Du fait, de leur faible pourcentage par rapport aux UVA, la génération des
especes réactives de I’oxygene, qui induisent I’oxydation des lipides, provient essentiellement
des UVA (Pourzand et Tyrrell, 1999).

Les UVA, quant a eux, sont 600 a 1000 fois moins efficaces que les UVB pour induire un
« coup de soleil » (Pathak, 1997).

2.1.1 Effets biochimigues des UV

Les UV induisent principalement des Iésions indirectes via les espéces réactives de I’oxygene.
Cependant, des lésions directes de I’ADN sont observables puisque les spectres d’émission
des UVB et des UVA I coincident avec le spectre d’absorption de I’ADN. Selon I’importance
des lésions, la cellule va soit mourir par apoptose ou nécrose soit survivre. L’apoptose ou la
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survie sont sous contrdle de la cellule (p53 en particulier) alors que la nécrose n’est pas
programmeée.

Le spectre d’action pour la formation des dimeéres de thymine est similaire a celui d’induction
de I’érythéme (Young et al, 1998). L’érytheme est diminué par utilisation de liposomes
contenant une photolyase (Stege et al., 2000). Ces deux observations suggérent que I’ADN est
le chromophore déterminant I’érythéme.

2.1.1.1 Les espéces réactives de I’oxygéne

Les especes réactives de I’oxygene constituent une famille de petites molécules qui
contiennent un électron non apparié (les radicaux libres) ou qui génerent une molécule
hautement réactive, comme le peroxyde d’hydrogéne (Darr et Pinnell, 1997).

Les radicaux libres sont formés par des molécules endogenes photosensibles apres absorption
des radiations solaires (Kvam et Tyrrell, 1999).

Les espéces réactives de I’oxygéne sont formées non seulement apres irradiation UV, mais
également apres exposition a des agents chimiques tels que pesticides, herbicides ou a la
chaleur et au froid (Darr et Pinnell, 1997). De méme, les especes réactives de I’oxygene sont
formées de facon endogene au cours de la respiration cellulaire.

Les principaux radicaux libres sont : le radical superoxyde (O*), le radical hydroxyle (HO*),
le radical hydroperoxyle (HO,*) et la forme radicalaire du monoxyde d’azote (NO*).

La réaction entre I’anion superoxyde et le NO* produit un puissant oxydant, le peroxynitrite
(ONOO).

Les radicaux libres réagissent avec la premiére molécule rencontrée car ils ont une demi-vie
trés courte et sont peu diffusibles. Par contre, le peroxyde d’hydrogéne, du fait de sa petite
taille et de son absence de charge, est tres diffusible (Darr et Pinnell, 1997).

Les UVA induisent I’oxygene singulet, ainsi que la production d’anions superoxyde et, de
facon consécutive, de peroxydes d’hydrogéne qui peuvent étre formés par la réaction
d’Haber-Weiss en présence de fer (cf. p.34) (Vile et Tyrrell, 1995; Morliére et al., 1998).

Les UVB n’induisent pas I’oxygéne singulet mais induisent la formation d’anions superoxyde
et donc de peroxydes d’hydrogene, de radicaux hydroxyle et le relargage de fer.

Les especes réactives de I’oxygene peuvent réagir avec les lipides, les protéines, I’ADN, la
mélanine. L oxydation de ces diverses molécules produit, de fagon indirecte, des
modifications d’activité enzymatique et de la régulation de la transcription ainsi que des
mutations de I’ADN (transition de C — T et de T — C ou transversion de G — T). Si les
Iésions sont trop importantes et que les systemes de réparation ou de détoxication ne sont pas
assez efficaces, les cellules subissent I’apoptose ou la nécrose.

2.1.1.1.1 Superoxyde, peroxyde d’hydrogene, radical hydroxyle

32



Muriel Cario-André

H,0

0," 2H* +¢” .
/ Sm H* + e H* + e
0,

\ Catalase
H* +e HO, H* +e

(pH)

Figure 13 : Voie de réduction de I’oxygéne par les UV en absence d’ion métallique
(d’aprés Darr et Pinnell, 1997)

Remarque : Si le pH est suffisamment acide, la formation de HO;* est possible.

» Le radical superoxyde (Oz'-) est soit formé par captation d’un électron par le dioxygene
présent dans la cellule, soit forme a partir de I’oxygene singulet. Dans la mitochondrie la
réduction du dioxygeéne en eau se fait selon 2 processus (Pré, 1981).

Le processus majoritaire fait intervenir la cytochrome oxydase : O, + 4 e + 4 H" = 2 H,0

Le deuxiéme processus fait intervenir le coenzyme Q et un seul électron. Ce processus est
réalisé en plusieurs étapes : O, > O,* > H,0,> HO*> H,0

Le radical superoxyde peut étre oxydant ou réducteur. En effet, lors de la dismutation,
spontanée ou enzymatique, deux radicaux superoxydes donnent naissance a un dioxygene et
un peroxyde d’hydrogene (Darr et Pinnell, 1997).

» Le peroxyde d’hydrogene (H,0,) est formé soit par dismutation du radical superoxyde
soit directement au sein de la cellule par une grande variété d’oxydases. Il est tres dangereux
car il peut générer le radical hydroxyle et ceci a distance de son site de production du fait de
sa capacité a diffuser et a traverser les membranes.

Le radical hydroxyle est le radical le plus réactif, le plus instable et le plus puissant des
oxydants (Deligne, 1985a,b). Il peut réagir de fagcon non discriminatoire avec toutes les
molécules (Darr et Pinnell, 1997).
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Les UVA et les UVB, induisent un relargage de fer via le radical superoxyde (Masaki et al.,
1995) ou via I’induction d’heme-oxygénase (Vile et Tyrrell, 1993). Le radical superoxyde est
capable d’induire le relargage de Fe** & partir des centres [4Fe-4S] (mitochondrie) ou de la
ferritine (Liochev et Fridovitch, 1994) ce qui conduit indirectement a la formation du radical
hydroxyle par la réaction d’Haber-Weiss. Le Fe®" et le Cu?* peuvent étre réduits par le radical
superoxyde, formant ainsi le Fe?* et le Cu". Le peroxyde d’hydrogéne peut former le radical
hydroxyle par irradiation UV ou par la réaction de Fenton catalysée par Fe2" et Cu?".

Fe +0,; —— Fe™+ 0,

Fe?* +H,0, — Fe®" +OH +OH*  (réaction de Fenton)

H,0,+0, —— OH +OH*+0; (réaction d’Haber-Weiss)

Le fer est surtout utilisé pour catalyser la formation de OH". OH* ne peut pas diffuser dans le
noyau mais H,O, en est capable, comme I’ADN est complexé avec des cations métalliques,
HO" peut étre formé par la réaction de Fenton a proximité de I’ADN et ainsi I’oxyder
(Brenneisen et al., 1999).

Les ions métalliques sont impliqués dans de nombreux phénoménes puisque des chélateurs de
fer préviennent I’érytheme, I’apparition des SBC et I’induction de I’ODC (ornithine
décarboxylase) qui est impliquée dans I’hyperplasie et I’épaississement épidermique (Bissett
et Mc Bride, 1996).

2.1.1.1.2 Monoxyde d’azote, peroxynitrite

Dans la peau, le NO est produit de fagon constitutive par la NO synthase constitutive (CNOS)
dans les kératinocytes, les mélanocytes, les fibroblastes et les cellules endothéliales (Bruch-
Gerharz et al., 1998).

Les UV induisent une augmentation du taux de NO par induction de la NO synthase
inductible (iNOS) qui est exprimée dans les kératinocytes, les fibroblastes, les cellules de
Langerhans et les cellules endothéliales mais pas dans les mélanocytes (Bruch-Gerharz et al.,
1998).

Le NO agit soit sous sa forme radicalaire (NO*), soit par I’intermédiaire de I’ion nitronium
(NO, ) ou du peroxynitrite (ONOO ).

» Le NO est impliqué dans I’apparition de I’érythéme solaire et d’cedémes
(Deliconstantinos et al., 1995 ; Goldsmith et al., 1996). Sa production est liée aux UV de
facon directe et indirecte via I’inflammation (Novellino et al., 1998) (cf. Figure 14 :
Diagramme schématique de I’action du NO (d’apres Novellino et al., 1998) p .35).
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» Le peroxynitrite induit I’oxydation des lipides et des protéines et la nitration des
tyrosines (Kroncke et al., 1997).

» NO- induit des lésions de I’ADN par désamination des purines et des pyrimidines
induisant des cassures de I’ADN et des mutations (Nguyen et al., 1992). Le NO, via les
lésions de I’ADN, induirait la PARP (poly (ADP-ribose) polymérase) et dépléterait la cellule
en NAD et ATP, ce qui induirait la mort cellulaire par manque d’énergie (Heller et al, 1995).
L’induction de I’apoptose par le NO* via les Iésions de I’ADN a été montrée dans différentes
cellules (macrophages, lymphocytes et thymocytes) (Fehsel et al., 1995).

Le NO* peut aussi agir sur la pigmentation en stimulant la tyrosinase (Romeéro-Graillet et al.,
1996) ou en oxydant le DHI et le DHICA ce qui peut induire une hyperpigmentation.

L 1
g 'rm.i_

Irradiation uv

Keératinocytes  i-NOS Mélanocytes
/ \S;NOS i
0, NO Tyrosinase activée
mélanosomes
DHICA DHI
Especes réactives Especes réactives mélanine
de I’oxygéne de I’azote

. ) Hyperpigmentation
Réactions cytotoxiques YPEIPIg

Peroxydation lipidique
Lésions de I’ADN
Oxydation des protéines
Déplétion en a-tocophérol

v

Lésions de la peau (Photo)protection de la peau

Figure 14 : Diagramme schématique de I’action du NO (d’apres Novellino et al., 1998)
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Si le peroxynitrite (ONOO_) induit la peroxydation lipidique, le NO*, quant a lui, peut,
comme le tocophérol, arréter la cascade de lipoperoxydation (cf. p. 41) (Schafer et al., ICP
2000 ; Buettner et al., ICP 2000) selon les réactions suivantes :

LOO* + NO* LOON=0

LO* + NO* > LON=0

Le NO-* protege également de la lipoperoxydation induite par le fer (Buettner et al., ICP
2000).

2.1.1.2 Autres especes réactives

Ces espéces sont des oxydants potentiels qui sont majoritairement représentés par : I’oxygene
singulet (*AO,) et I’acide hypochlorique (HOCI).

2.1.1.2.1 Oxygéne sinqulet

L’oxygeéne singulet (‘*AO,) est majoritairement formé par un mécanisme de
photosensibilisation mettant en jeu principalement les UVA. En effet, I’oxygéne n’absorbe
pas les radiations dans la région UV du spectre. La molécule « photosensible » est excitée et
transmet son énergie au dioxygéne. L’oxygéne singulet correspond donc a un état excité de la
molécule de dioxygene (Darr et Pinnell, 1997). 1l peut également étre formé par excitation
chimique (NaOCl).

Ses cibles principales sont I’ADN, les proteines et les membranes. 1l peut étre désactive par
certaines molécules comme le B-caroténe, certaines amines, les phénols... (Pierre, 1998). Il
peut également conduire a la formation de radical superoxyde.

L’oxygéne singulet, induit par les UVA, active la transcription de HO-1 (héme-oxygénase)
dans les fibroblastes en culture (Basu-Modak et Tyrrell, 1993 ; Tyrrell, 1991). L’héme-
oxygénase induit la libération de I’héme et augmente le taux de fer intracellulaire ce qui
semble étre a I’origine de I’augmentation de la synthese de ferritine (Vile et Tyrrell, 1993).

L’héme oxygénase est une molécule chaperonne qui, comme les HSP, peut redonner une
conformation native a la p53 et ainsi prévenir I’apoptose (Vigh, 1997).

2.1.1.2.2 Acide hypochlorigue

L acide hypochlorique (HOCI) est formé dans les polynucléaires neutrophiles aux dépens du
peroxyde d’hydrogene en présence de myéloperoxidase. HOCI induit la formation de
chloramines qui sont oxydantes et trés diffusibles. Il peut également réagir avec I’anion
superoxyde pour donner le radical hydroxyle selon la réaction ci-dessous.

H,0, +CI  —Myeloperowdase " L Hoc
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0, +HOCI

0, +Cl + OH°
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Figure 15 : CPD et 6-4 photoproduits
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2.1.1.3 Lésions UV induites

2.1.1.3.1 Les lésions de I’ADN

Les lésions de I’ADN peuvent étre regroupées en deux catégories ; les Iésions directes et les
Iésions indirectes produites via la génération d’espéces réactives de I’oxygene.

» Les lésions directes sont plut6t liées a I’action des UVB sur I’ADN mais les UVA | sont
également capables de les induire (Perdiz et al., 2000). Ces lésions résultent de I’absorption
directe des photons par les bases de I’ADN. Les principales lésions sont les CPD, les 6-4 PP
et les isomeres de Dewar (Dewar PP) qui sont formés par photoisomérisation autour de 320
nm (Taylor et al., 1990 ; Mitchell et Rosenstein, 1987). Les isoméres de Dewar sont peu
nombreux apres irradiation UVA ou UVB mais leur quantité est tres augmentée apres
irradiation avec un simulateur solaire (Perdiz et al., 2000).

» Les lésions oxydatives (indirectes) de I’ADN sont produites par photosensibilisation soit
par transfert de charge d’un chromophore endogéne (quinone, flavine, ...) excité, soit par
réaction avec les especes réactives de I’oxygene produites a ces longueurs d’onde (Perdiz et
al., 2000). Les lésions oxydatives photoinduites peuvent étre des oxydations de bases telles
que la 7,8-dihydro-8-oxodésoxyguanosine (8-oxodG), la 5-hydroxy-2’-désoxycytosine
(50HdC), des cassures simples ou doubles brins et des interactions proteines-ADN (DPC,
DNA protein crosslink) (Sage, 1993). Le radical superoxyde et le peroxyde d’hydrogene ne
peuvent pas agir directement sur I’ADN. Ils agissent par le biais du radical hydroxyle qui
oxyde I’ADN (Lesko et al., 1980 ; Halliwell, 1989).

HN/JINH>:O N 2~ ‘ o
J\\ w 2 b)

NH

Figure 16 : Formules semi-développees de bases oxydées (a) 8-0xodG ; b) 50HdIC

La 7,8-dihydro-8-oxodésoxyguanosine est induite dans les fibroblastes humains par des
radiations monochromatiques comprises entre 312 nm (UVB) et 434 nm (visible). Cette
Iésion n’est pas induite uniqguement par HO* mais également par I’oxygene singulet.

La condensation de I’ADN avec les histones (chromatine) protege, d’un facteur 100, I’ADN
des attaques radicalaires (Ljungman et Hanawalt, 1992).
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Les rayons solaires qui induisent le plus d’oxydation de la guanine, dans les fibroblastes, sont
les UVA et le proche visible (Kvam et Tyrrel, 1997).

Les irradiations UVA induisent autant de CPD que de 8-oxodG (Douki et al., 1999).

Les CPD bloquent les ADN et ARN polymeérases in vitro (Shibutani et al., 1991) et in vivo
(Jiang et Taylor, 1993; Gibbs et al., 1993) alors que la 8-0xodG est plus efficacement « court-
circuitée » (Le Page et al., 1995; Grollman et Morija, 1993).

Les lésions de I’ADN qui ne sont par réparées par excision-resynthése de nucléotides (NER)
ou excision-resynthése de base (BER) (cf. p. 48-52) peuvent, soit étre réparées lors de la
réplication soit induire des mutations (transition de C — T et de T — C ou transversion de
G — T) et ainsi conduire au développement de cancers (cf. p. 63).

L’excision des fragments lors de la réparation par NER (cf. p. 48) stimule la pigmentation
(Gilchrest et Eller, 1999), ce qui en retour prévient la formation de CPD ou 6-4 PP lors des
irradiations ultérieures puisque la mélanine absorbe les UV (Kobayashi et al., 1998).

2.1.1.3.2 L’oxydation des protéines

Les especes réactives de I’oxygene peuvent directement altérer les protéines en induisant la
formation de ponts disulfure, I’oxydation des acides aminés, des cassures de protéines et des
interactions protéines-lipides.

Dans les conditions normales (absence de stress), I’oxydation des protéines est probablement
impliquée dans la différentiation et la croissance des cellules (Dean et al., 1997).

La modification des acides aminés induit des changements fonctionnels notamment des
protéines de structure et des enzymes (Dean et al., 1997; Grune et al., 1997; Faure et Lafond,
1995). Les proteines peuvent étre oxydées principalement sur leurs groupements thiols ou sur
les résidus aminoacyls induisant ainsi la formation de groupements carbonyles.

> Les groupements carbonyles peuvent étre formés par clivage oxydatif ou par oxydation
directe des résidus lysyl, arginyl, prolyl, thréonyl (Berlett et Stadman, 1997) et tyrosyl (Morin
et al., 1998). Les groupements carbonyles peuvent également étre introduits par réaction avec
les aldéhydes (4-hydroxy-2-nonenal (HNE), malondialdéhyde (MDA)) qui sont produits
durant la lipoperoxydation (Esterbauer et al., 1991).

De nombreux groupements carbonyles ont été détectés au niveau des kératines, protéines
majoritaires des kératinocytes, et notamment au niveau du stratum corneum (Thiele et al.,
1999). Dans I’épiderme, le gradient d’oxydation des protéines (groupements carbonyles) est
peut-étre impliqué dans le processus de desquamation. D’apres Thiele et al. (1999) les
protéines oxydées du stratum corneum pourraient prévenir les couches sous-jacentes de
I’oxydation. Cependant, ce gradient pourrait tout simplement étre la conséquence de
I’atténuation de la pénétration des UV dans I’épiderme. En effet, le pourcentage d’UV
atteignant et traversant le stratum corneum est de 67 % pour les UVB contre 80 % pour les
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UVA alors que le pourcentage d’UV atteignant la basale est de 9,5 % pour les UVB contre 19
% pour les UVA (Bruls et al., 1984).

L’oxydation sur les résidus tyrosyls des protéines par le radical hydroxyle induit la formation
de proteines avec un groupement 3-4 dihydroxyphénylalanine (PB-DOPA). En présence
d’oxygene et d’ions métalliques (cuivre ou fer), les PB-DOPA induisent la formation de 8-
oxodG et de 50HdC (Morin et al., 1998).

L’oxydation induit également la fragmentation des polypeptides et des « cross-links » inter et
intramoléculaires (Davies, 1987 ; Stadtman, 1992 ; Grune et al., 1997) ainsi que I’agrégation
des protéines détruisant ainsi les résidus tryptophane, modifiant la sensibilité protéolytique
des enzymes et créant des ponts bi-tyrosine (Stadtman et al., 1992).

» L’oxydation des groupements thiols (cystéine) se traduit par la formation de ponts
disulfures (Di Simplicio et al., 1991). Les lésions oxydatives protéiques, principalement liées
a I’anion superoxyde, diminuent la teneur en radicaux thiols des protéines membranaires. Ceci
pourrait induire des changements de viscoélasticité de la membrane (Wang et al., 1999).

L’oxydation des groupements thiols sous irradiation UVA est dépendante de I’oxygéene
singulet, du fer et du peroxyde d’hydrogéne mais n’implique pas le radical hydroperoxyle
(Vile et Tyrrell, 1995).

Le 4-hydroxy-2-nonenal ( HNE) et le malondialdehyde (MDA) peuvent également se lier de
facon covalente aux groupements thiols.

L’oxydation des thiols, par exemple des métallothionéines (cf. p. 57), peut constituer un
moyen de défense par rétention des espéeces réactives de I’oxygene (Min et al., 1999). De
méme, I’oxydation des groupements thiols du glutathion (cf. p. 57) et de la thioredoxine (cf.
p.57) protege la cellule par I’activation du facteur de transcription NF-xB et par conséquent
de AP-1 (protéine activatrice-1) (Hirota et al., 1999).

De nombreuses protéines (c-Jun, c-Fos, Myb, p53, PEBP2 et récepteurs nucléaires (récepteurs
aux glucocorticoides, aux estrogenes, p50, p65/Rel A)) possedent une cystéine dans leur site
de fixation a I’ADN et sont donc potentiellement sous influence du systeme redox (Hirota et
al., 1999). De méme, la proteine p53 pourrait étre régulée par I’oxydation de ses groupements
thiols (Dean et al., 1997).

2.1.1.3.3 UV et lipides

La lipoperoxydation peut endommager les membranes cellulaires et générer des radicaux qui
peuvent propager les Iésions a distance du site de production. La lipoperoxydation induit une
diminution de la fluidité membranaire, altére la fonction barriére de la membrane
(Cheeseman, 1993), modifie I’activité des enzymes liées a la membrane. Cette modification
peut étre une stimulation comme pour la phospholipase A, (Cheeseman, 1993).
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La lipoperoxydation est un processus autocatalytique, incontrélé, qui conduit dans un premier
temps a la formation d”hydroperoxydes puis dans un deuxiéme temps a de nombreux
composés tels que les aldéhydes, les alcools (Cheeseman, 1993). Les membranes cellulaires et
les lipoprotéines sont sensibles a la peroxydation lipidique car elles contiennent, entre autres,
de I’acide linoléique (18 :2), de I’acide arachidonique (20 :4) et de I’acide docosahexaénoique
(22 :6) qui sont des cibles de choix pour les radicaux libres. La susceptibilité a I’oxydation
des acides gras insaturés augmente avec le nombre de double liaisons.

Le radical hydroxyle (HO"), le radical hydroperoxyle (HO;") les radicaux peroxyle (ROO"),
les radicaux alkoxyls (RO") ainsi que I’ion nitronium (NO ) sont capables d’oxyder les acides

gras polyinsaturés alors que le radical superoxyde (O") ne le peut pas (Cheeseman, 1993;
Pierre, 1998).

L’initiation de la lipoperoxydation par les UVA n’est réalisée ni par les ions métalliques, ni
par I’anion superoxyde, ni par le radical hydroxyle (Bose et al., 1990), par contre, I’oxygéne
singulet est impliqué dans cette initiation (Bose et al., 1989).

La premiere étape appelée initiation consiste en la soustraction d’un atome d’hydrogene a
un groupement méthyléne (-CH,-) d’une chaine acylée d’acide gras, essentiellement
polyinsaturée (LH) (Pré, 1991). N’importe quelle espece chimique suffisamment réactive peut
réaliser cette soustraction. Ceci donne naissance a un radical carbonyle (L°) qui réagit tres
rapidement avec le dioxygeéne et forme ainsi une molécule tres réactive, le radical peroxyle
LOO-, qui peut réagir avec un nouvel acide gras.

La phase de propagation correspond au phénomene qui en amplifie la peroxydation
lipidigue et induit la génération de nouveaux radicaux libres.

En plus de LO® et de LOO*, qui ont le méme nombre d’atomes de carbones que les acides
gras de départ, il y a formation de radicaux (L’*) de plus petite taille, issus des réactions de
cassure.

La phase de terminaison s’effectue soit gréce a I’intervention d’un antioxydant comme la
vitamine E (a-tocophérol) (cf. p. 56), soit par association de 2 radicaux qui forment une
structure stable.

Initiation LH + OH® - H,O +L°
LH + NO; —  HNO,+L°
LH + LOO* - LOOH + L
Propagation L*'+0, - LOO*
LOO® + LH — LOOH + L
LOOH + Fe** —  LO"+Fe*+0H
LOOH + Oy — LO"+OH +0;
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LOOH + HO,* - LO®* + H,O, + O,

2 LOOH - LO* + LOO* + H,0
Terminaison LOO* + LOO: - LOOL + O,

LOO* + L - LOOL

Figure 17 : Principales étapes de la lipoperoxydation

Les produits ultimes de la lipoperoxydation sont des aldéhydes, des acides et des
hydrocarbures qui sont issus de la coupure des hydroperoxydes (LOOH) dont I’instabilité est
grande en présence de fer ionisé et héminique (Esterbauer et al., 1982). Les hydroperoxydes
peuvent également étre formés par action des lipoxygénases.

Parmi les aldéhydes il faut retenir le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxy-2-nonenal
(HNE).

Le HNE peut réagir avec les groupements thiols et amines des protéines et ainsi inhiber leur
activité enzymatique. A concentration élevee le HNE induit la déplétion en GSH, la perte de
I’homéostasie calcique, inhibe la respiration mitochondriale ainsi que la synthese des acides
nucléiques et des protéines (Cheeseman, 1993). Son effet peut donc étre cytotoxique.

Le HNE, in vitro, peut induire les caspases, le clivage de la PARP et la fragmentation de
I”’ADN (cf. p. 62) (Liu et al., 2000).

Les phospholipases, dont la A, assurent le relargage des acides gras. Elles sont activées par
les UV. La phospholipase A, a apparemment une préférence pour les phospholipides
membranaires oxydés (Cheeseman, 1993).

Les cyclooxygénases donnent naissance a divers eicosanoides (prostaglandines,
prostacyclines et thromboxane) principalement a partir de I’acide arachidonique « relargué ».
Les eicosanoides sont des seconds messagers impliqués dans de nombreux processus dont
I’érythémogeneése et la mélanogenese (Carsberg et al., 1995).

Remarque : Les hydroperoxydes peuvent également donner naissance a des eicosanoides
(leucotriénes).

La sphingomyélinase peut étre activée par de nombreux facteurs entre autres : IL-1, Fas
ligand, 1,25 dihydroxyvitamine D3, IFN-y (interféron) (Hannun, 1994), TNF-a. (tumor
necrosis factor) (Kock et al., 1990; Obeid et al., 1993)) dont les concentrations sont
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augmentees par les UV. La sphingomyeélinase hydrolyse la sphingomyeéline (céramide +
choline) et libere les céramides. Les céramides (cf. p.62) (sphingosine associée a un acide gras
comportant un groupement aminé) sont des molécules impliquées dans la prolifération, la
différenciation et I’apoptose (Geilen et al., 1997). Les céramides peuvent également avoir un
effet protecteur par induction de la MnSOD (Pahan et al., 1999).

2.1.1.3.4 UV et mélanocyte

Le bronzage résulte de I’effet direct des photons sur les mélanocytes (Friedmann et Gilchrest,
1987) et d’effets indirects passant par les kératinocytes, mais également a un moindre degré
par les fibroblastes, les neurones et les mastocytes et probablement par d’autres cellules
résidentes de la peau (Gilchrest et Eller, 1999).

Les UVB induisent le relargage de bFGF par les kératinocytes et les fibroblastes, ce qui
stimule la prolifération des mélanocytes (Halaban et al.,1992) .

La mélanogenese est principalement sous la dépendance de I’activité tyrosinase qui est, elle
méme, contrdlée par de nombreux métabolites.

Les UV induisent une augmentation de la concentration en IL-1 qui, elle méme, stimule la
synthese d’ET-1, d’a-MSH et d’ACTH (Imokawa et al., 1992 ; Kippenberger et al., 1995)
dans les kératinocytes (Imokawa et al., 1992; Schauer et al. 1994). L’IL-1 aurait donc un
double réle puisqu’elle augmente la mélanogenése par stimulation de I’a-MSH mais qu’elle
diminue le taux de tyrosinase, de TRP-1 et de TRP-2 comme TNF-a (Abdel-Malek et al,.
1993).

Apreés irradiation UV, la concentration en prostaglandines augmente (Black et al., 1980)
puisgu’elles sont obtenues par clivage de I’acide arachidonique par action de la phospholipase
AZ2. Les prostaglandines, notamment la prostaglandine E, induisent une augmentation de la
dendricité du mélanocyte et de la mélanogenese (Tomita et al., 1987).

Les UV stimulent le clivage et le renouvellement des constituants phospholipidiques de la
membrane par activation des phospholipases, en particulier la phospholipase A,, générant des
médiateurs tels que le diacylglycérol (DAG) (DeLeo et al., 1984; Punnonen et Yuspa, 1992).
Le diacylglycérol active la protéine kinase C (PKC) qui active la tyrosinase par
phosphorylation de ses résidus sérine (Gordon et Gilchrest, 1989; Park et al., 1999).
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Les UV induisent également une augmentation de la synthese d’ET-1 qui, comme le DAG,
stimule la PKC (Imokawa et al., 1992; Kippenberger et al., 1995).

Les UV induisent une levée de I’inhibition de la tyrosinase puisqu’ils oxydent la thioredoxine
(Sundaram et al., 1990). En effet, la forme réduite de la thioredoxine inhibe la tyrosinase alors
que la thioredoxine oxydée n’a pas d’effet sur I’activité de cette enzyme (Schallreuter et
Wood, 1986).

Aprés irradiation, la synthése de la vitamine D3, pour laquelle les mélanocytes possedent des
récepteurs, augmente (Abdel-Malek, 1988; Abdel-Malek et al., 1988). Le role de la vitamine
D3 dans la stimulation de la mélanogenése est trés controversé sur des cellules en culture.
D’apres Mansur et al. (1988), la vitamine D3 ou ses métabolites n’agissent pas directement
sur la mélanogenese, par contre Tomita et al. (1986) ont observé qu’elle induisait une
augmentation de la dendricite et une augmentation du taux de tyrosinase. De méme, Hosoi et
al. (1985) ont observé que la vitamine D3 induisait une augmentation de I’activité tyrosinase.
Dans la peau, la vitamine D3 augmente la formation de la mélanine, conséquemment une
déficience en vitamine D3 peut abroger la capacité de la peau a bronzer en réponse a une
stimulation UV (Nordlund et Ortonne, 1998).

Il a été montreé par le groupe de Gilchrest (Eller et al., 1996) que les UV induisent une réponse
SOS-like, qui est initiée par les lésions de I’ADN, plus particulierement par les fragments
d’ADN excisés. Cette induction peut étre reproduite par addition de pTpT qui induit
I’augmentation de la tyrosinase et de la fixation de I’a-MSH (Eller et al., 1996).

L’a-MSH, qui augmente apres irradiation UV (Imokawa et al., 1992; Kippenberger et al.,
1995; Schauer et al., 1994), stimule la prolifération des mélanocytes en augmentant leur
entrée en phase S de mitose et augmente la mélanogenese (Abdel-Malek et al., 1994a).

Les UV induisent une stimulation de la mélanogenése par augmentation de I’activité
tyrosinase sans augmentation du taux de tyrosinase et du taux de TRP-1, par contre le taux de
TRP-2 diminue (Abdel-Malek et al., 1994b).

La tyrosine, qui est une cible pour les radicaux libres, est plus rapidement convertie en
mélanine a I’état partiellement oxydée (Forlot, 1987).

La mélanine peut absorber les photons et ainsi protéger I’ADN contre les effets directs des
UV (CPD, 6-4PP, DewarPP) (Kobayashi et al., 1993; 1998). Ceci se traduit par une
diminution de la formation des CPD chez les individus fortement pigmentés (Strickland et al.,
1988, Barker et al., 1995).

La mélanine et ses précurseurs ont un double réle prooxydant ou antioxydant (Schmitz et al.,
1995 ; Krol et Liebler, 1998). Ils peuvent soit induire, soit prévenir des lésions de I’ADN et de
la cytotoxicité UV-induites.
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L’oxydation de la tyrosine (précurseurs primaire de la mélanine) induit la formation de DOPA
qui en présence d’oxygene et d’ions métalliques (cuivre ou fer), induit la formation de 8-
o0xodG et de 50HAC in vitro (Morin et al., 1998).

Les études avec de la mélanine synthétique ou naturelle sont contradictoires. Certaines études
ont montré un réle de « scavenger » (épurateur, piégeur) de radicaux libres (Korytowski et al.,
1986 ; Sarna et al., 1986 ; Rozanowska et al., 1999), d’autres un réle de générateur de
radicaux libres (Kvam et Tyrrell, 1999). Le DHI et la 5-S-cysteinyldopa (précurseurs des
mélanines) par photolyse UV-induite produisent des radicaux libres et des lésions de I’ADN
(Koch et Chedekel, 1986; Costantini et al., 1994) mais le DHI et le DHICA ont un réle
antioxydant plus important que la mélanine (Zhang et al., 2000). Le DHICA a également un
role antioxydant envers OH* (Novellino et al., 1999).

Les mémes résultats contradictoires sont observés sur cellules en culture. Les mélanocytes en
culture sont photosensibilisés par leurs propres chromophores, plus particulierement par la
phéomélanine ou les intermédiaires de la mélanine (eu et phéo), ce qui se traduit par une
augmentation des cassures de I’ADN (Wenczl et al., 1998). Sur cellules mélanomateuses en
culture, I’induction de bases oxydees est également observeée (Kvam et Tyrell, 1999).
Cependant, la mélanine est tres efficace pour diminuer la lipoperoxydation UV-induite par

« scavenging » (épuration) des especes réactives de I’oxygene (ROS) (Schmitz et al.,1995) et
peut ainsi protéger la cellule pigmentée des Iésions induites par les ROS (Menon et
Haberman, 1977).

De méme, le rdle moins cytotoxique des UV sur les mélanocytes noirs, observés par Yohn et
al., (1992) est remis en cause par Hill et al.(1997) et Wenczl et al. (1998).

Ce double rdle peut dépendre de la concentration en ions métalliques (Schmitz et al., 1995).
En effet, en présence de fer (Fe®"), la phéomélanine devient prooxydante et génére des
radicaux libres qui stimulent la lipoperoxydation induite par les UVA/B, tandis que la
complexation de I’eumélanine avec le fer inhibe son activité antioxydante mais sans la rendre
pour autant prooxydante (Krol et Liebler, 1998).

Le pH et le mode de genese des radicaux libres peuvent également influer sur le réle de la
mélanine (Korytowski et al., 1986; Novellino et al., 1999; Hill et al., 1997; Ciezska et al.,
1997).

2.1.2 Changements morphologiques de la peau apres irradiation

2121 UVA

» Les UVA induisent d’un point de vue macroscopigue un érytheme immediat, une
pigmentation immédiate due a la photooxydation de la mélanine et non & une
néomélanogenése, ainsi qu’une pigmentation retardee due a une néomélanogenése (18-24h)
(Fitzpatrick, 1986).
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» L’observation en microscopie optique montre que les UVA induisent un cedéme de
I’épiderme, des « sunburn cells » (Kumakiri et al., 1977), une hyperplasie des cellules
endothéliales et une infiltration du derme par des lymphocytes et des neutrophiles ainsi
gu’une dégranulation des mastocytes. Ils n’induisent pas véritablement d’augmentation de
I’épaisseur du stratum corneum. Ils n’induisent pas de transfert de la mélanine qui reste
localisée au niveau de la basale. Ils ne semblent pas &tre mitogénes pour les mélanocytes mais
stimulent la tyrosinase (Fitzpatrick, 1986).

» L’observation en microscopie électronique révéle que le nombre de mélanosomes est
augmenté, que leur stade de maturation est avancé, et qu’ils sont localisés dans les dendrites
(Fitzpatrick, 1986).

2122 UVB

> Les UVB induisent d’un point de vue macroscopique un érythéme retardé (18 heures)
et une pigmentation retardée (48-72h) due a une néomeélanogenése (Fitzpatrick, 1986).

» La microscopie optique révéle qu’ils induisent I’apparition de « sunburn cells », une
hyperplasie des cellules endothéliales et une dégranulation des mastocytes. Ils induisent une
augmentation de I’épaisseur du stratum corneum. Dans ce cas, la mélanine est retrouvée dans
toutes les couches de I’épiderme. Ils sont mitogenes pour les melanocytes et stimulent la
tyrosinase.

» L’observation en microscopie électronique révele que le nombre et la taille des
mélanosomes sont augmentés, que leur stade de maturation est avancé, et qu’ils sont localisés
dans les dendrites (Fitzpatrick, 1986).

2.1.2.3 Influence du phototype

Le nombre de mélanocytes n’est pas significativement différent entre les peaux de phototypes
I/11 et 111/1V, mais I’activité tyrosinase est plus importante dans les phototypes I11/1V aprés
irradiation UVB (Tobin et al., 1994).

Les peaux de phototypes I/11 sont plus susceptibles a I'immunosuppression UV-induite que
les peaux de phototype I11/IV (Young ICP, 2000).
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2.2 Systemes de défense et de réparation

2.2.1 Reéparation des lésions de I’ADN

2.2.1.1 Réparation par excision de nucléotides

Dans les cellules de mammiferes, les photoproduits sont éliminés par le mécanisme de
réparation par excision de nucléotides (NER) soit par réparation couplée a la transcription
(TCR) soit par réparation globale du génome (GGR) (Friedberg et al., 1995) (cf. Figure 18 :
Principales étapes de la réparation par excision de nucléotides : a) réparation globale, b)
réparation couplée a la transcription (d’apres Quillet, 1997 ; Tornaletti et Pfeiffer, 1996),
p.49). Les photolésions (oxydations) peuvent également étre réparées par TCR (Mullenders,
ICP 2000).

La réparation des 6-4 PP est de 90 % en 3 heures dans des fibroblastes en culture (Nakagawa
et al., 1998). lls sont complétement réparés 6 heures apres irradiation dans les fibroblastes en
culture (Perdiz et al., 2000).

La réparation des CPD est de 10 % en 3 heures et de seulement 20 % en 6 heures dans des
fibroblastes en culture (Nakagawa et al., 1998). Les CPD et les DewarPP sont éliminés selon
la méme cinétique et avec la méme efficacité (Perdiz et al., 2000).

Les 6-4 PP sont réparés plus rapidement et plus efficacement que les CPD probablement par
la réparation globale alors que les CPD sont réparés plus lentement et de fagon incompléte
(Friedberg et al., 1995). La réparation plus rapide des 6-4 PP pourrait étre liée au fait qu’ils
induisent une plus grande distorsion de I’ADN que les CPD (Hwang et al., 1996 ; Jing et al.,
1998 ). Les 6-4 PP sont probablement réparés par réparation globale alors que les CPD sont
probablement réparés par réparation couplée a la transcription. Les DewarPP sont réparés, soit
par réparation couplée a la transcription, soit par réparation globale, mais, dans ce cas, le
complexe XPC/HHR23B (« UV excision repair protein RAD23 homologue B ») se fixerait
avec une affinité inférieure a celle observée pour les 6-4 PP probablement du fait d’une moins
grande distorsion de I’ADN (Perdiz et al., 2000).
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Figure 18 : Principales étapes de la réparation par excision de nucléotides : a) réparation
globale, b) réparation couplée a la transcription (d’apres Quillet, 1997 ; Tornaletti et Pfeiffer,
1996)

La premiére étape de la réparation couplée a la transcription est le blocage de I’ARN
polymeérase 11, tandis que la premiére étape de la réparation globale du génome est la
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reconnaissance et la fixation de XPC (Mullenders, 2000 ICP). XPA associé a XPE et RPA
(Protéine de Réplication A) ont longtemps été considérées comme les protéines impliquées
dans la reconnaissance de la lésion (Tornaletti et Pfeifer, 1996 ; Quillet, 1997). XPE serait
impliqueé dans la reconnaissance des 6-4 PP alors que XPA reconnaitrait une grande variété de
Iésions dont les dimeres de pyrimidine (Boulikas, 1996). Cependant, il semble que ce soit
XPC qui induise véritablement la reconnaissance de la Iésion (Mullenders, ICP 2000). La
recherche de la Iésion semble étre également liée a la détection des distorsions de I’ADN par
les hélicases (XPB et XPD associées a TFIIH).

La reconnaissance est suivie des clivages endonucléasiques en 3’ et en 5°. Ensuite il y a
excision d’un oligonucléotide de 29 bases, puis resynthése par I’ADN polymérase (5 ou ¢) et
enfin ligation. L’ ADN polymeérase est stimulée par le PCNA (antigene nucléaire de
prolifération cellulaire). Le PCNA mélanocytaire peut étre transféré aux kératinocytes en
association avec les mélanosomes (lyengar, 1998).

Influence de la p53 dans la NER

Les lésions de I’ADN stimulent la synthese de la p53 qui posséde de nombreux effecteurs.
De ce fait, elle induit trois types de réponses (Ford ICP, 2000) :

4 I’arrét du cycle cellulaire (p21, GADD 45),

4 la réparation par excision de nucléotides (p48-XPE, GADDA45),

V4 I’apoptose (bax, bcl2, PIG).

L arrét du cycle cellulaire facilite la réparation de I’ADN en allongeant le temps avant la
nouvelle réplication.

L’ addition de pTpT, qui mime I’effet de I’excision de fragments d”’ADN, stimule la
transcription et la traduction de XPA et de p53 et conséquemment de p21, PCNA, GADDA45
(Eller et al., 1997) et facilite donc la réparation de I’ADN.
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Figure 19 : Principales étapes de la réparation par excision de base (d'aprés Seeberg et al.,
1995)
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2.2.1.2 Réparation par excision de base

Les photolésions et les cassures simples brins sont éliminées principalement par excision de
base (BER) (Friedberg et al., 1995).

La réparation par excision de base (cf. Figure 19 : Principales étapes de la réparation par
excision de base (d'apres Seeberg et al., 1995), p. 51) implique des ADN glycosylases qui
enlévent les bases modifiées ou lésées par clivage de la liaison N-glycosidique entre la base et
le désoxyribose d’un nucléotide. (remarque : Il existe différentes glycosylases spécifiques du
type de lésion). Une fois la base enlevée, on obtient un site apurique ou apyrimidique qui est
clivé ; soit par une endonucléase spécifique (voie en noir sur le schéma), soit par une lyase
spécifique (voie en bleu sur le schéma). Un deuxiéme clivage par une phosphodiestérase
permet d’éliminer le désoxyribose lié au phosphate. L’ ADN polymérase et la ligase
permettent alors la restauration de I’ADN (Seeberg et al., 1995).

Les cassures de I’ADN sont réparées en 1 heure alors que les bases oxydées sont reparées en 4
heures (Weiss et Gallager, 1993; Collins et al., 1995).

2.2.1.3 Réparation par photoréactivation

La réparation des lésions par photoréactivation est toujours tres débattue chez I’lhomme. 1l
existe une photolyase spécifique pour les 6-4 PP et une photolyase spécifique pour les CPD.

La photolyase reconnait specifiqguement la lésion et s’y fixe. L’exposition du complexe
photolyase-dimere a la lumiére photoréactive (300-500 nm) convertit la forme dimérique en
sa forme monomérique (Stege et al., 2000).

Dans les cellules de poissons I’activité photolyase peut étre induite par un stress oxydatif
(Mitani et Shima, 1995).

Chez I’homme, 2 génes photolyase-like, trés similaires de la 6-4 PP photolyase, ont été
identifiés (Todo et al., 1996; Hsu et al., 1996) mais leur activité photolyase n’a pas été
prouvée (Todo et al., 1997).

La photoréactivation pour la réparation des CPD chez I’lhomme a été observée, dans les
fibroblastes (Zolzer et al., 1993), dans la peau (D’ Ambrosio et al., 1981; Sutherland et al.,
1980; Roza et al., 1991). Cependant de nombreuses autres publications indiquent une absence
de photoréactivation dans les cellules humaines (De Gruijl et Roza, 1991; Ley, 1993) et dans
la peau (Stege et al., 2000). Ces différences peuvent étre attribuées a la méthode de
détermination et aux conditions expérimentales (Stege et al., 2000).

2.2.1.4 Réparation post-réplicative

Les 6-4 PP et les CPD bloguent I’ADN polymérase et donc la réplication. Cependant ce
bocage peut étre circonvenu par la réinitiation de la synthése d’ADN au-dela de la Iésion
bloquante. Le brin ainsi formé est discontinu mais la bréche peut étre comblée soit par
synthese translésionnelle d’ ADN soit par recombinaison avec le brin complémentaire (Quillet,
1997, Vos, 1992).
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Figure 20 : Réparation post-replicative (Biochimie génétique. Biologie Moléculaire,
Etienne, Masson (ed), 1996)

2.2.2 Protection de la lipoperoxydation

La protection de la lipoperoxydation est réalisée par les enzymes cytosoliques (SOD, catalase,
GSHPX) et les antioxydants (cf. p. 55).

La phospholipase A,, qui est activée par peroxydation, peut exciser les acides gras oxydés des
phospholipides. Les hydroperoxydes ainsi formés peuvent alors étre réduits par la GSHPx. Le
monoacylphosphoglycérol ainsi obtenu est régénéré en phospholipide par une acyltransférase
utilisant I’acyl-CoA. L’organisation de la bicouche lipidique est corrigée par une translocase
(Lubin et Kuypers, 1991).
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Les aldéhydes, formés durant la lipoperoxydation comme le MDA et le HNE, sont détoxiqués
par les antioxydants. Le MDA peut également étre converti en acétyl-CoA et en acétate qui
peuvent ensuite étre métabolisés (Sies, 1998).

2.2.3 Reéparation et dégradation des protéines oxydées

Les cellules de mammiféres ont une réparation directe mais limitée des protéines. La plupart
des protéines oxydées subissent une protéolyse.

2.2.3.1 Réparation des protéines oxydées

De nombreuses protéines (de stress ou de choc) constitutives ou inductibles par le stress
oxydatif sont capables d’assister la reconstitution de la structure tertiaire des protéines mais
leur mode d’action est inconnu (Grune et al., 1997). Les HSP et I’heme-oxygénase (cf. p.36)
font partie de ces protéines. La thioredoxine, quant a elle, est une petite molécule qui sert de
source d’électrons dans de nombreux processus métaboliques (Holmgren, 1989) (cf. p. 57) et
qui permet la réparation des ponts disulfure. Les ponts disulfure sont également réparés par la
protéine disulfure isomérase. Les méthionines oxydées peuvent étre réparées par les
méthionines sulfoxyde réductases (Grune et al., 1997).

2.2.3.2 Dégradation des protéines oxydées

De nombreuses protéases dégradent plus rapidement les protéines oxydées que leurs
contreparties non oxydées (Davies et al., 1987; Stadtman, 1992). L’oxydation des protéines
augmente leur susceptibilité a la protéolyse jusqu’a un certain degré au-dela duquel une
augmentation des lésions se traduit par une diminution de la susceptibilité a la proteolyse et
conduit a des « cross-links » inter- et intra-protéiques et a des agrégations protéiques (Grune
etal., 1997; Sommerburg et al., 1997).

La dégradation des protéines oxydées peut se faire selon 2 voies :

» les protéases lysosomales. La rupture de la membrane lysosomale, induite par la
lipoperoxydation UV-induite, peut libérer les protéases lysosomales (Pourzand et
Tyrrell,1999)

> les protéasomes. (Grune et al., 1997). Il existe 2 complexes protéasomiques :
le 26 S qui nécessite la présence d’un substrat ubiquitinylé et d’ATP

le 20S qui agit indépendamment de I’ATP et de I’ubiquitine et qui est le seul impliqué dans la
dégradation des protéines oxydées sous I’effet d’un stress oxydatif.
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Les acides amines provenant de la dégradation des protéines sont ensuite utilisés pour
synthétiser de nouvelles protéines.

2.2.4 Deéfenses envers les especes réactives de |I’oxygéene

2.2.4.1 Enzymes antioxydantes principales

2.2.4.1.1 Superoxyde dismutases

Il existe deux types de superoxyde dismutases (SOD) dans I’épiderme : la Mn-SOD
mitochondriale et la Cu-Zn SOD cytoplasmique. Les SOD assurent la dismutation du radical
superoxyde en peroxyde d’hydrogene. L activité des SOD est contr6lée par le taux de O,
(Escobar et al., 1996).

Les protéines SOD sont peu sensibles a I’oxydation protéique. Cependant I’oxydation d’un
seul de leurs sites induit une diminution de leur activité de 20 % (Escobar et al., 1996). Les
deux formes de SOD sont inactivées par H,O, (Fridovitch, 1986).

Le gene de la MnSOD est activé par la fixation de NF-xB (Jones et al., 1997) et par les
céramides (Pahan et al., 1999).

2.2.4.1.2 Catalase

La catalase assure la détoxication du peroxyde d’hydrogene. La catalase peut se trouver au
niveau des peroxysomes (80 %) et du cytoplasme (20 %). L activité de la catalase est
contrblée par le taux d’anions superoxyde.

La protéine catalase est trés sensible a sa propre oxydation protéique. Cependant I’oxydation
de nombreux sites est nécessaire pour induire une diminution de son activité (Escobar et al.,
1996). La catalase agit pour des concentrations en H,O, inférieure ou égale a 100 uM alors
gue la GSHPx agit pour des concentrations supérieures a 100uM (Masaki et al., 1998).

La catalase, en diminuant le taux d’H,O,, protége I’ADN des cassures simple brin et de la
formation de 8oxodG. Elle réduit également les Iésions des enzymes GSHPx-like et SOD,
permettant ainsi le maintien de leur activité lors d’irradiations chroniques (Brenneisen et al.,
1999).

2.2.4.1.3 Glutathion peroxydases / glutathion réductase

Il existe au moins 5 types de glutathion peroxydases séléno-dépendantes. La glutathion
peroxydase (GSHPXx) agit en collaboration avec la glutathion réductase. Les glutathion
peroxydases assurent, comme la catalase, la détoxication du peroxyde d’hydrogéne. L activité
des GSHPXx est contrdlée par le taux d’anions superoxyde (Fridovith, 1986) et est inhibée par
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le NO (Asahi et al., 1995). La GSHPx est inactivee de facon irréversible par H,O, et OH* en
absence de glutathion. OH* et O,* peuvent induire la fragmentation de la GSHPx et OH*

augmente sa susceptibilité a la protéolyse (Pigeolet et Remacle, 1991).

Il existe également une glutathion peroxydase spécifique des phospholipides (PHGSHPX).
Elle enléve les hydroperoxydes (LOOH), ce qui inhibe la cascade induite par la
lipoperoxydation. De ce fait, elle protége de la nécrose et de I’apoptose (Wang, ICP 2000).

La GSHPx et la PHGSHPX, en présence de glutathion, diminuent I’activité des
cyclooxygeénases (Warso et Lands, 1985) et de certaines lipoxygénases (Schnurr et al., 1996),
ce qui diminue la formation des eicosanoides (molécule de I’inflammation) (cf. p.43).

2.2.4.1.4 Thioredoxine peroxydase / thioredoxine réductase

La thioredoxine peroxydase peut réduire le peroxyde d’hydrogéne et les alkylperoxydes en
oxydant la thioredoxine. Cette derniére est régénérée par la sélénium thioredoxine réductase
(Cha et Kim, 1995).

La thioredoxine réductase assure la reduction de la thioredoxine par transfert d’électrons au
NADP™ grace a une flavine (Sies, 1998). La thioredoxine réductase peut également utiliser
I’anion superoxyde pour réduire la thioredoxine. Elle joue donc un réle trés important dans la
peau ou I’activité SOD est faible (Schallreuter et Wood, 1989).

La thioredoxine réductase, quant a elle, est réduite de la méme fagon que la glutathion
réductase, grace au NADP".

2.2.4.2 Principaux antioxydants naturels non-enzymatiques

2.2.4.2.1 Vitamine E (a-tocophérol)

L’ a-tocophérol protége de la lipoperoxydation induite par le fer (Buettner et al., 2000 ICP).

L'a-tocophérol détoxique le radical superoxyde, I’oxygéne singulet, les radicaux hydroxyle et
hydroperoxyle ainsi que les radicaux lipidiques avant qu’ils n’induisent des lésions (Darr et
Fridovitch, 1994). Cette réaction aboutit a I’oxydation du tocophérol en radical tocophéroxyle
qui est alors réduit par I’acide ascorbique (Bose et al., 1990).
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2.2.4.2.2 Acide ascorbigue ou Vitamine C

L’acide ascorbique assure la réduction du radical tocophéroxyle. 1l peut également réagir avec
le radical superoxyde et I’oxygéne singulet (Darr et Pinnell, 1997).

Il protege de la lipoperoxydation induite par le fer (Buettner et al., 2000 ICP).

Ces réactions conduisent a la formation d’un radical ascorbyl qui est réduit soit par
I’ascorbate réductase en présence de glutathion, soit par une autre réductase utilisant comme
cofacteur le NADH, H".

2.2.4.2.3 Caroténoides

Les caroténoides, dont le plus important est le B-carotene, détoxiquent I’oxygéne singulet,
selon la réaction ci-apres (Shafer, ICP 2000). Leur réle est trés important dans la peau
(Kinsky, 1989). Ils peuvent stopper la lipoperoxydation en formant un radical peroxyle stable
in vitro (Sies, 1998).

'0+p-car —  Oy+p-car —  Op+p-car + chaleur

2.2.4.2.4 Glutathion

Il peut réduire les radicaux libres et réduire les ponts disulfure des protéines. Le radical formé
est toxique et il doit étre réduit par la glutathion réductase (cf. p. 55).

2.2.4.25 Métallothionéines

Les métallothionéines (protéines a zinc) sont de forts antioxydants du fait du nombre
important de groupements thiols (cystéines). Ce sont des protéines nucléaires qui sont
exprimées de facon constitutive mais sous I’action des UVB ou en présence de fer leur
transcription est activée (Parat et al., 1999). Les métallothionéines peuvent protéger I’ADN
des attaques par les radicaux hydroxyles probablement grace a leurs nombreux groupements
thiols (Min et al., 1999). Elles peuvent séquestrer les métaux et ainsi limiter la formation de

radical hydroxyle via la réaction de Fenton (Fe®* + H,0,—»Fe*" + OH + OH") (Sies, 1998).

2.2.4.2.6 Thioredoxine
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L’irradiation UVB induit une translocation de la thioredoxine du cytoplasme vers le noyau
(Hirota et al., 1999) et augmente son expression (Nakamura et al., 1994; Taniguchi et al.,
1996). La thioredoxine augmente la capacité de fixation de NF-xB (facteur nucléaire) a
I”’ADN et stimule ainsi la transcription de divers genes codant pour des protéines impliquées
dans I’inflammation et les réponses immunitaires (Hirota et al., 1999). Elle augmente aussi la
transcription de AP-1 (Hirota et al., 1999). La thioredoxine stimule également la tyrosinase
(Schallreuter et Wood, 1986). Elle assure pareillement la réparation des ponts disulfure
(Holmgren, 1989). Par contre, dans le cytoplasme, la thioredoxine inhibe la dégradation de I-
kB (inhibiteur de NF-«xB) et donc I’activation de NF-«B.

2.2.4.3 Effet des UV sur les défenses antioxydantes de la peau

» Les UVB induisent, dans la peau murine, cultivée in vitro, une inhibition significative des
activités de la superoxyde dismutase et de la catalase (Fuchs et al., 1989a ; Pence et Naylor,
1990; Shindo et al., 1993) ainsi qu’une déplétion en a-tocophérol (Fuchs et al., 1989a; Shindo
et al., 1993) et en acide ascorbique (Shindo et al., 1993).

Une irradiation UVB chronique de la peau humaine induit une augmentation de la CuZn SOD
(Punnonen et al., 1995) alors qu’une irradiation aigué la diminue (Punnonen et al., 1991b).

» Les UVA diminuent I’activité catalase (Fuchs et al 1989b ; Punnonen et al., 1991a), mais
n’affectent pas les activités SOD et GSHPx (Punnonen et al., 1991a, Moysan et al., 1993).

L’irradiation UVA chronique de fibroblastes en culture augmente le taux de transcrits de la
MnSOD ainsi que son taux protéique (Poswig et al., 1999).

Les UVA I sont beaucoup plus cytotoxiques pour les fibroblastes en culture que pour les
kératinocytes en culture probablement du fait d’une concentration plus faible en antioxydants
(GSH, GSHPx, SOD) (Leccia et al., 1998).

» Les UVA combinés aux UVB induisent une diminution des activités SOD, catalase et
GSHPx beaucoup plus importante que celle observée avec les UVB seuls (Punnonen et al.,
1991a).

# Une irradiation solaire simulée aigué induit une diminution des activités SOD, catalase,
et a un moindre degré des activités glutathion peroxydases et glutathion réductase dans la
peau murine. Elle induit également une déplétion en a-tocophérol, en acide ascorbique dans
la peau murine (Shindo et al., 1994a et b).

En résumé, apres une irradiation aigué, I’activité SOD est diminuée, excepté apres irradiation
UVA alors qu’apreés une irradiation chronique, I’activité de la SOD est toujours augmentée
montrant une adaptation du systéme antioxydant.
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2.2.5 Apoptose UV-induite

L apoptose se traduit par une rétraction de la cellule suivie de sa fragmentation (corps
apoptotique), sans rupture de la membrane cellulaire, et s’accompagne de la fragmentation de
I”’ADN et de la condensation de la chromatine. Les corps apoptotiques sont ensuite éliminés
par phagocytose (Mathieu et al., 1996).

La nécrose, elle, se traduit par un gonflement des mitochondries et une rupture de la
membrane cellulaire associés a une réponse inflammatoire (Mathieu et al., 1996).

> |l existe une apoptose immédiate qui intervient dans la ¥z heure qui suit I’irradiation

UVA . Elle est liée a un changement de potentiel transmembranaire de la mitochondrie et a
I’ouverture des MPTP (mitochondrial permeability transition pore). Ceci induit le relargage
direct d’AlF (apoptosis-inducing factor) et de cytochrome c (cyt c¢) par la mitochondrie
(Godar, 1999; Pourzand et Tyrrell, 1999). Cependant le cytochrome ¢ peut étre aussi relargué
sans qu’il y ait changement de potentiel transmembranaire, il peut méme I’induire (Pourzand
et Tyrrell, 1999).

> |l existe une apoptose intermédiaire, principalement liée aux UVB, comprise entre %
heure et 4 heures aprés irradiation, induite par la fixation de FasL sur Fas (CD95) (Godar,
1999).

> |l existe une apoptose retardée, principalement liée aux UVB, induite majoritairement par
les lésions de I’ADN et, pour une moindre part, par la voie de CD95 (Godar, 1999 ; Kulms et
al., 1999).

Figure 21 : Microscopies électroniques de cellules en apoptose : a) stade précoce, b) stade

tardif (collection personnelle)
Les « sunburn cells » (SBC), kératinocytes apoptotiques, apparaissent 6 heures apres
irradiation. Elles correspondent donc a une apoptose retardée. Les SBC sont produites aussi

bien par les lésions directes de I’ADN (CPD, 6-4 PP) que par les Iésions liées aux radicaux
libres. En effet des « scavengers » (« épurateurs, piégeurs ») de radicaux libres comme la
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SOD, la catalase ou le D-mannitol préviennent partiellement la formation des SBC (Miyachi
etal., 1983).

Une étude récente de Kulms et al., (1999) montre que I’apoptose UV-induite des
kératinocytes (SBC) est médiée en partie par les lésions de I’ADN et que cette apoptose peut
étre prévenue méme si tous les CPD ne sont pas réparés. Cette observation est corrélée avec
I’hypotheése de Stege et al. (2000) selon laguelle il y aurait un seuil en deca duquel I’apoptose
ne serait pas induite.

2.2.5.1 ROole des mitochondries dans I’apoptose

Le stress oxydatif qui induit des changements dans la chaine respiratoire mitochondriale est
impliqué dans I’ouverture du MPTP (mitochodrial permeability transient pore) (Pourzand et
Tyrrell, 1999). L’ ouverture du MPTP provoqgue un gonflement puis une rupture de la
membrane externe de la mitochondrie, ce qui induit le relargage de cytochrome c et de AlF
(apoptosis inducible factor) (Pourzand et Tyrrell, 1999; Halestrap et al., 2000). L’apoptose
induite par le cytochrome c est caspase-dépendante alors que celle induite par I’ AlIF est
caspase-indépendante (Daugasab et al., 2000 ; Daugas et al., 2000). L’AIF est une
flavoprotéine qui induit la condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN en
grands fragments de 50 kb (Daugasab et al., 2000; Daugas et al., 2000; Lorenzo et al 1999).

L apoptose passant par le relargage de AIF ou du cytochrome c par la mitochondrie est plus
ou moins directe suivant les intermédiaires impliqués (Godar, 1999, Pourzand et Tyrrell,
1999).

Les lésions de I’ADN induisent I’activation de la transcription de p53 ce qui en augmentant
I’expression de Bax, membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2, localisé dans la membrane
externe de la mitochondrie, induit la mort cellulaire. Bax induit, d’une part, le relargage de
cytochrome ¢ probablement en créant un canal et d’autre part, inhibe les régulateurs
cellulaires des caspases (Jurgensmeier et al., 1998) (cf. Figure 22: Schéma des différentes
voies induisant I'apoptose., p 61).
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Figure 22: Schéma des différentes voies induisant I'apoptose.
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2.2.5.2 Les caspases

Les caspases sont des protéases a cystéine. Elles sont présentes sous la forme de proenzymes
inactives qui doivent étre activées.

Les caspases initiatrices, telles que la 8, sont activees par la fixation de récepteurs « mort
spécifique » (CD95 et TNFR1). Les UV peuvent activer CD95 (Fas récepteur) directement
sans son ligand (Aragane et al.; 1998, Rehemtulla et al., 1997) ou indirectement via
I’augmentation de son ligand (FasL) par AP-1 (Godar, 1999).

Les caspases exécutrices, comme la 3, sont clivées par diverses protéines.

Le cytochrome c s’associe avec Apafl (apoptosis protease-activating factor-1). En présence
d’ATP ou de dATP ce complexe provoque le clivage de la procaspase 9. La caspase 9 activée
clive et active la caspase 3. (Pourzand et Tyrrell, 1999).

La caspase 3 clive différents facteurs tels que la caspase 6, la PARP (poly (ADP-ribose)
polymeérase), le DFF (DNA fragmentation factor). Elle induit également I’activation de la

PKC & (Cross et al., 2000; Denning et al., 1998).

La lamine-B est phosphorylée par la PKC & puis elle est protéolysée par la caspase 6 (Buendia
et al., 1999) ce qui induit un désassemblage de la lamine (Cross et al., 2000). La lamina
nucléaire formée par les différentes lamines est une structure d’ancrage de la chromatine qui
pourrait étre responsable de la formation des structures en boucles. La dissociation de la
chromatine associée a la lamina nucléaire pourrait faciliter I’activité des nucléases ainsi que le
clivage et le relargage des boucles de chromatine durant I’apoptose (Shimizu et al.,1998).

La PARP assure la ribosylation de la Ca2*/Mg?* endonucléase qui est alors inactivée. Le
clivage de PARP léve I’inhibition de I’endonucléase qui peut alors fragmenter I’ADN
(Yakovlev et al., 2000).

2.25.3 Les céramides

Les céramides sont impliquées dans I’apoptose (cf Figure 22: Schéma des différentes voies
induisant I'apoptose., p. 61) et I’arrét du cycle cellulaire (Hannun, 1996).

Les UV, via la sphingomyélinase, induisent I’hydrolyse de la sphingomyéline et ainsi la
genese de céramides (Obeid et al., 1993) (cf. p. 43). La production de céramides,
particulierement les C2-céramides, provoque la fragmentation de I’ADN (Obeid et al., 1993)
et donc I’apoptose.

La production de céramides peut étre induite par les UV via le TNF-o.. Les céramides ainsi
produites activeraient NF-xB, facteur de transcription nucléaire (Schitze et al., 1992). NF-xB
induit I’expression de génes codant pour des cytokines (IL-1, IL-6, TNF-a) et des chemokines
(IL-8, MIP-1) et induit ainsi une immunomodulation et peut donc contrecarrer I’apoptose
(Baichwal et Baeuerle, 1997).

Remarque : La PKC qui est activée par les UV via TNF-a a plutét un réle antagoniste de
I’apoptose liee aux céramides (Hannun, 1996).
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2.3 Cancers cutanés

Les deux principaux types de cancers cutanés sont les carcinomes qui se développent a partir
des kératinocytes et les mélanomes qui se développent a partir des mélanocytes. La fréquence
des cancers cutanés est en constante augmentation. Les carcinomes représentent 95 % des
cancers cutanés. Les sujets les plus touchés, par les carcinomes et les mélanomes, sont les
individus a peau claire.

Il semble que les « coups de soleil » recus dans I’enfance augmentent plus le risque de
déclencher un cancer cutané que ceux recgus a I’age adulte.

Le soleil semble étre a la fois initiateur et promoteur de tumeurs cutanées (Leffell et Brash,
1996). En effet, il n’induit pas que des mutations, il induit aussi une immunosupression qui
semble trés importante dans le développement des tumeurs en empéchant le rejet des cellules
mutees (Grossman et Leffell, 1997).

2.3.1 Mutations de I’ADN

Les mutations sont des modifications de la nature ou de la séquence de I’ADN qui affecte le
patrimoine génétique et qui peuvent induire la survenue de cancers.

Les mutations spontanées qui surviennent lors de la réplication sont rares.
Les UV sont des agents mutagenes et donc potentiellement cancérogeénes.

Les CPD et les 6-4PP sont des lésions prémutagéniques pour les transitions C — T. Par
contre, il semble que seuls les 6-4 PP soient des Iésions prémutagéniques pour les transitions
T — C (Otoshi et al., ICP 2000) (cf. Figure 23 : Schéma d'introduction d'une mutation par
transition, p. 64).

Les 8-0x0dG, quant a elles, induisent, in vivo, des transversions G — T (Wood et al., 1990).

Des transversions de T — G sont également trés souvent observeées apres irradiation UVA
(Grossman et Leffel, 1997).

Le géne de la p53 est trés frequemment muté dans les carcinomes spinocellulaires (80-90 %
des cas) (Leffell, 2000; Brash et al., 1991; Sarasin et al., ICP 2000; Berg et al, ICP 2000). Des
mutations de p53 sont également trouvées dans a peu pres 50 % des cas de carcinomes
basocellulaires (Ziegler et al., 1993).
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Figure 23 : Schéma d'introduction d'une mutation par transition

2.3.2 Carcinomes

Les carcinomes se développent a partir des kératinocytes et surviennent dans 90 % des cas
dans les zones exposées (visage, oreilles, nuque). Les carcinomes basocellulaires (BCC),
comme leur nom I’indique, se développent a partir des cellules basales alors que les
carcinomes spinocellulaires (SCC) se développent a partir des kératinocytes plus différenciés
(Hoerni et al., 1995). Les carcinomes basocellulaires sont 4 fois plus fréquents que les
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carcinomes spinocellulaires et ne produisent pas de métastases a la différence des carcinomes
spinocellulaires.

Pour Kvam et Tyrrell (1999), les carcinomes sont induits par les UVB, qui sont efficacement
absorbés par I’ADN. Par contre, pour Christophers (1998), I’apparition des carcinomes
spinocellulaires est corrélée a I’exposition solaire mais I’apparition de carcinomes
basocellulaires n’est que partiellement corréelée. La pathogenie des carcinomes basocellulaires
n’est pas attribuable entierement aux expositions solaires. En effet, les observations de Green
et al. (1999) indiquent que les écrans solaires préviennent les SCC mais pas les BCC.

Les études de de Laat et al. (1997) sur la souris indiquent que les UVA constituent 10 a 20
pourcent de la dose carcinogénique et que les UVA 1 sont plus carcinogéniques que les UVB.

Van Kranen et al. (1997) ont également montré I’induction de tumeurs avec des irradiations a
365 nm (UVA) chez des souris.

De plus, chez les animaux, les UVA augmentent la carcinogeneése induite par les UVB
(Brodthagen, 1986 ; van Weelden et al., 1986).

Les UVA sont donc peut-étre également importants dans le développement des carcinomes
humains (Epstein, 1997).

Le spectre d’apparition des cancers de la peau, chez I’homme, est biphasique avec des
maxima a 293 nm et 385 nm (De Gruijl, 1995). Le spectre UVB de la carcinogenese
correspond a celui de I’érythemogenese, ce qui n’est pas le cas pour le spectre UVA (cf
Graphe 1 : Spectre d'action de la photocarcinogenése (d'aprés de Gruijl, 1995), p65.).
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Graphe 1 : Spectre d'action de la photocarcinogenése (d'aprés de Gruijl, 1995)

D’apres Gilchrest et al. (1999), les carcinomes ne seraient pas liés a des expositions intenses

et intermittentes car celles-ci provoqueraient suffisamment de Iésions de I’ADN pour induire
I’apoptose.
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Par contre, lors d’irradiations faibles et fréquentes, il n’y aurait pas assez de lésions de I’ADN
pour induire I’apoptose. Certaines lésions ne seraient pas réparées et introduiraient ainsi des
mutations.

Les sujets a peau noire présentent de la mélanine dans toutes les couches épidermiques y
compris le stratum corneum, a la différence des sujets a peau blanche. Le nombre de photons
atteignant les couches viables de I’épiderme (basale et suprabasale) est donc, du fait de leur
absorption par la mélanine, beaucoup plus faible dans les peaux de types négroides (cf.Figure
24 : Hypothése concernant la différence d'incidence des carcinomes et des mélanomes en
fonction du phototype, de la dose d'irradiation et du mode de délivrance de I'irradiation.
p.68). Il y aurait donc tres peu de CPD et 6-4 PP formés et le risque de mutation serait faible
chez les individus de type négroide. Par contre, chez les sujets & peau claire, du fait de sa
faible concentration et de son absence dans le stratum corneum, la mélanine n’atténuerait que
peu le nombre de photons incidents. Cette atténuation serait suffisante pour diminuer le
nombre de lésions de I’ADN en dessous du seuil d’induction de I’apoptose mais ce nombre
resterait néanmoins important. De ce fait, le risque de mutations serait accru chez les sujets de
faible phototype.
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Irradiation forte unique
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Figure 24 : Hypothése concernant la différence d'incidence des carcinomes et des
mélanomes en fonction du phototype, de la dose d'irradiation et du mode de délivrance

de I'irradiation. a) irradiation faible et chronique, b) irradiation forte et aigle
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2.3.3 Mélanomes

Les mélanomes sont des cancers qui se développent a partir des mélanocytes, ils ne sont pas
tous invasifs.

L’effet des UV sur I’induction des mélanomes est trés controversé.

Pour Christophers (1998) le mélanome n’est pas lié a I’exposition solaire, il serait lié a une
augmentation de la température de la peau.

Pour Kvam et Tyrrell (1999); Moan et al. (1999), le mélanome est induit par les longueurs
d’onde comprises entre 320-800 nm (UVA et lumiére visible).

Pour Atillasoy et al. (1998), les mélanomes peuvent également étre induits par les UVB.

Les mélanomes chez les Africains a peau noire et les Asiatiques apparaissent dans des
endroits non exposés tels que la plante des pieds (Hoerni et al., 1995 ; Koh 1991). Les UVB
induisent une prolifération des mélanocytes aussi bien dans les zones exposées que dans les
zones non exposées. Ceci pourrait expliquer pourquoi les mélanomes se développent parfois
dans des zones n’ayant pas subi d’expositions significatives (Kaplan, 1992).

D’autre part, des études épidémiologiques ont indiqué que les écrans solaires ne protégent pas
efficacement des mélanomes (Moan et al., 1999; Stelow, 2000 ICP), probablement car,
pendant longtemps, les écrans solaires étaient uniqguement anti-UVB, laissant ainsi pénétrer
les UVA (Garland et al., 1993).

D’apreés Gilchrest et al. (1999), les mélanomes seraient liés a des expositions intenses et
intermittentes qui induiraient de nombreuses lésions de I’ADN. Etant donné qu’il n’y a pas
description de mélanocytes en apoptose, il y a une forte probabilité pour que des mutations
apparaissent, s’accumulent et induisent I’apparition d’un mélanome.

Pour des irradiations chroniques et faibles, il y aurait synthese de mélanine qui, en se
disposant en « cap » supranucléaire, protégerait I’ADN mélanocytaire et ainsi il y aurait
diminution du risque de mutations.
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Figure 25 : ""Cap" supranucléaire de mélanine observée en microscopie électronique

(Collection personnelle)

2.3.4 Conclusions

Le rapport mélanome/SCC chez les individus & peau noire est plus important que celui
observés chez les individus de type Européen (Moan et al., 1999). Cependant, les Africains a
peau noire déclenchent moins de cancers cutanés que les individus de type européen.

L analyse combinée des observations de Moan et al. (1999) et Gilchrest et al. (1999) permet
de supposer que face a des irradiations faibles et chroniques les Africains, du fait de la
répartition de leur mélanine, seraient mieux protégés que les individus de type Européen. Par
contre face a des irradiations intenses, la différence entre les phototypes serait moins
importante. Cette différence de comportement de la peau face au type d’irradiation
expliquerait la variation du rapport mélanome/SCC.

De méme, il semble que les albinos africains aient un rapport mélanome/SCC plus faible
que les Africains pigmentés. (Moan et al., 1999). La présence de mélanine serait donc
importante. Moan et al. (1999) ont émis I’hypothése que la mélanine dans les mélanocytes de
la peau serait un chromophore pour I’induction des mélanomes, tandis que la mélanine dans
les couches supérieures pourrait agir de fagon protectrice par absorption des UV n’induisant
pas la production de molécules toxiques et ainsi atténuerait la quantité d’UV arrivant au
niveau de la basale.

2.4 Photoprotection

2.4.1 Photoprotection naturelle

La mélanine quelle soit constitutive ou inductible est le composant photoprotecteur majeur de
la peau (Nordlund et al., 1998 ; Pathak, 1995). En effet, elle peut absorber directement les
photons et indirectement les radicaux libres générés par I’interaction des photons avec les
lipides ou d’autres chromophores (McGregor et Hawk, 1999). Cependant dans certaines
conditions, elle peut étre prooxydante (cf. p.45).
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La photoprotection apportée par I’exposition solaire (bronzage) correspond a un SPF (sun
protecting factor) de 3 a 5 en fonction de la capacité des individus a bronzer (Gilchrest et al.,
1996) (cf. Tableau 1 : Classification des phototypes (d’aprés Pathak (1995) et Lowe et
Friedlander, (1997) p. 24).

Les photons peuvent également étre reflétés et dispersés par les protéines du stratum corneum.
Cette capacité de photoprotection est renforcée par I’épaississement du stratum corneum apres
irradiations (McGregor et Hawk, 1999). Ce dernier phénomene est d’autant plus important
quand les individus sont de faible phototype.

2.4.2 Photoprotecteurs externes

La photoprotection externe est assurée par 2 classes de substances, les ecrans et les filtres qui
sont incorporés dans un véhicule approprié liquide (lait), pate (émulsion ou gel) ou solide
(sticks) ainsi que par les accessoires vestimentaires.

Un bon photoprotecteur doit absorber les radiations nocives, présenter une bonne stabilité
photochimique, résister aux bains et a la sueur et ne doit pas pénétrer trop profondément dans
I’épiderme.

Pendant longtemps les photoprotecteurs ont principalement été ciblés pour prévenir les coups
de soleil et le vieillissement cutané. Maintenant les photoprotecteurs visent & assurer la
protection de I’ADN.

2.4.2.1 Les écrans physiques

Ce sont des substances opaques, inertes qui assurent une protection par réflexion et une
dispersion du rayonnement de fagon a ce qu’il ne soit pas absorbé par la peau.

Ce sont des poudres blanches tres finement divisees a fort pouvoir couvrant. Les plus
employées sont le dioxyde de titane, I’oxyde de zinc et le talc.

A titre d’exemple, I’oxyde de titane, utilisé a la concentration minimale de 5% dans une
préparation antisolaire, réfléchit 90 % des rayonnements UV et visibles.

2.4.2.2 Les filtres chimiques

Ce sont des substances chimiques, souvent d’origine synthétique, caractérisées par la présence
de double liaisons conjuguées.

Leur action protectrice est due a leur capacité d’absorber les photons incidents avant qu’ils
n’atteignent les couches basales de I’épiderme. Secondairement, ils peuvent soit libérer
lentement I’énergie, correspondant aux transferts d’électrons induits par les photons, par
échange thermique avec le milieu ambiant et sans émission de radiation, soit rester stable a
I’état excité.
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Il existe des filtres a spectre d’absorption restreint dont le spectre d’absorption est maximum
dans les UVB et des filtres a large spectre dont le spectre est étendu des UVB aux UVA.

2.4.2.2.1 Les filtres a spectre étroit

Les plus courants sont I’acide para-amino-benzoique (PABA) et ses dérivés et les dérivés de
I’acide cinnamique. 1ls peuvent étre hydrosolubles ou liposolubles.

Le PABA est le meilleur des filtres UVB cependant c’est une molécule photosensibilisante. 11
est donc déconseille chez les sujets photoallergiques.

Les esters cinnamiques ont une stabilité photochimique médiocre, ils sont donc utilisés en
association avec des filtres a large spectre.

2.4.2.2.2 Les filtres a spectre large

Ils protegent contre les photodermatoses et préviennent la sénescence cutanée. Ils sont
représentes par les dérivés des benzophénones, les dérivés du dibenzoylméthane et de
nouvelles molécules comme le Mexoryl SX ou le Tinosorb.

> Les benzophénones ont une bonne stabilité photochimique et possédent 2 pics d’absorption
I’un a 290 nm (UVB) et I’autre a 330 nm (UVA).

» Les dibenzoylméthanes ne sont pas de trés bons photoprotecteurs en UVB mais sont trés
efficaces envers les UVA | puisque leur pic d’absorption est a 360 nm.

» Le Tinosorb est un écran organique qui agit par absorption et diffusion du rayonnement UV
incident (UVA, UVB).

» Le Mexoryl SX est le nom commun du terephtalydene Dicamphor sufonic acid. Il absorbe
les UV compris entre 290 nm et 400 nm et présente un maximum d’absorption a 345 nm.

Le Mexoryl SX est plus efficace dans les UVB que les esters cinnamiques (EMC) (Fourtanier,
1997). Le Mexoryl SX protége efficacement des irradiations UVB répétées (Seité, 1998).

2.4.2.3 Autres agents photoprotecteurs

» L’application de pTpT (cf. p.44) sur de la peau porcine induit une pigmentation qui
protege efficacement (6 fois la DEM) (Gilchrest et Eller, 1999) de la mort cellulaire. Les
pTpT pourraient agir en se fixant sur une protéase qui inactiverait le répresseur d’une famille
de gene dont les protéines sont impliquées dans la réparation de I’ADN et la survie cellulaire.
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» La mélatonine, qui est capable d’absorber les radicaux libres, a également été utilisée, par
des volontaires humains, en combinaison ou non avec les vitamines E ou C (Dreher et al.,
1998). Les vitamines seules préviennent peu I’érytheme par contre, la combinaison vitamine
E + vitamine C + mélatonine prévient efficacement de I’érytheme.

» L’application topique de 5% d’acide urocanique (trans) sur volontaire humain induit une
prévention de I’érytheme (de Fine Olivarius et al., 1996).

» La supplémentation en zinc du milieu de culture de fibroblastes induit une protection de
I”’ADN et prévient I’apoptose (Leccia et al., 1999).

» La supplémentation en sélénium du milieu de culture de fibroblastes induit une protection
de I’ADN (Emonet-Piccardi et al., 1998) et protége de la lipoperoxydation (Leccia et al.,
1993).

» Les antioxydants comme la vitamine E, la vitamine C, le B-caroténe, le glutathion ont été
utilises comme photoprotecteurs chez des souris (Chen et al., 1997; Lopez-Torres et al., 1998;
Mac Vean et Liebler, 1997; Keller et Fenske, 1998) ainsi que chez des volontaires (Eberlein-
Konig et al., 1998). Les résultats obtenus montrent un effet protecteur vis-a-vis du stress
oxydant (lipoperoxydation), de la photoimmunosuppression et du « coup de soleil » (Fuchs,
1998).

La protection envers la formation des Iésions de I’ADN des animaux par le tocophérol n’est
pas démontrée par toutes les études (Fuchs, 1998; Sugiyama et al., 1992 ; Mc Vean et Liebler,
1997 ; Chen et al., 1997). Par contre, I’a-tocophérol diminuerait I’incidence des tumeurs UV-
induites chez la souris (Fuchs, 1998).

Le B-caroténe, quant-a-lui, aurait un effet anti-carcinogénique uniquement pour des
irradiations faibles et chroniques (Fuchs, 1998).

# Les enzymes antioxydantes, comme la SOD, la catalase, la GSHPx, ont été appliquees sur
des volontaires (Niwa, 1989; Mizushima et al., 1991) ou injectées a des souris sous forme de
liposomes (Miyachi et al., 1987). La SOD et la catalase ont également été intégrées dans des
vecteurs et transfectées a des cellules de souris (Amstad et al., 1991). Ces études ont révélé
que ces enzymes pouvaient protéger du stress oxydatif mais elles ont également mis en
exergue I’importance du respect de I’équilibre entre la SOD et la catalase

2.4.2.4 Les vétements

Les vétements comme les lunettes et les chapeaux sont des éléments photoprotecteurs de par
leur pouvoir réfléchissant. Cependant le potentiel photoprotecteur des vétements est variable
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(1,3 a 1700 (Berne et Fisher, 1980)) en fonction de la texture, de la couleur et de I’épaisseur
du vétement. Différentes sociétés se sont appliquées a développer de nouveaux concepts pour
augmenter le pouvoir photoprotecteur des vétements. Ainsi la société Solumbra™ développe
depuis 1992 des vétements présentant un SPF de 30 (Sayre et Lowe, 1992) qui pour
I’anecdote, sont recommandés, notamment pour les athlétes, par I’Académie Américaine de
Dermatologie (sunprecautions.com). De méme, les vétements alpha 100+ sont réalises avec
une fibre unique et un certain tricotage qui permet d’obtenir un SPF de 100. Ces vétements
sont particulierement recommandés pour les enfants (vipimage.com).

Le Tinosorb™ a également était introduit dans des assouplissants par la société Ciba, ce qui
permettrait, lors du lavage, son intégration au sein des vétements et ainsi conférerait aux
vétement un pouvoir photoprotecteur (cibasc.com).

2.4.25 Les préparations solaires

Les préparations solaires sont des associations de filtres et/ou d’écrans a diverses
concentrations ce qui détermine le SPF (sun protecting factor) et leur efficacité anti-UVA et
anti-UVB (Shaath, 1997).

La derniére formulation créée par les laboratoires Pierre-Fabre et qui semble tres prometteuse
est le MPI-sorb. Le MPI-sorb est un écran organo-minéral réalisé par association de deux
écrans minéraux (TiO; et ZnO) et d’un écran organique le Tinosorb (Ginestar-Gonzalez,
2000). Cet ecran est photostable et présente une protection a large spectre (UVB, UVA long et
court). De plus, il protége de fagon équivalente des UVA et des UVB. (Baudouin et al., 2000).

2.4.3 Intéréts et limites des photoprotecteurs externes

2.4.3.1 Effets a court terme

Les études sur peaux murines (EImets et al., 1992) et sur peaux équivalentes (Augustin et al.,
1997) démontrent que les photoprotecteurs externes préviennent I’érythéme et la formation de
sunburn cells. De méme, les études sur souris (Mc Vean et Liebler, 1997), sur épidermes
reconstruits (Bernerd et al., 2000) et sur volontaires humains (Young et al., 2000) montrent
I’efficacité des photoprotecteurs externes dans la prévention des lésions de I’ADN. En outre,
les études sur souris (Fourtanier et al., 1997) et sur épidermes reconstruits (Cohen et al., 1998)
prouvent leur efficacité dans la prévention de la lipoperoxydation. Les études sur explants
(Davenport et al., 1997 ; Péguet-Navarro et al., 2000) et sur volontaires humains (Hurks et al.,
1997) confirment également I’efficacité des photoprotecteurs externes dans la prévention de
I’immunosuppression

Les antioxydants et plus particulierement la vitamine E protégent, les volontaires humains, de
I’érytheme (Eberlein-Konig et al., 1998). Les études sur peaux porcines démontrent que les
antioxydants préviennent la formation des sunburn cells (Darr et al., 1996). Les études sur
peaux murines démontrent que les antioxydants préviennent la formation des lésions de
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I’ADN (Mc Vean et Liebler, 1997 ; Chen et al., 1997), et la lipoperoxydation (Lopez-Torres
etal., 1998).

2.4.3.2 Effets a long terme

Les photoprotecteurs externes, chez la souris, protégent du photovieillissement (Bernstein et
al., 1997).

Les études concernant I’effet protecteur des antioxydants et des filtres et écrans envers le
développement des cancers cutanés sont contradictoires.

Wolf et al. (1994) ont observé que si les 3 formulations anti-solaires testées diminuaient la
formation de « sunburn cells », I’hyperplasie, I’infiltration du derme par les cellules
mononucléaires, elles n’induisaient aucune protection envers le développement tumorale
(incidence et croissance) des cellules mélanomateuses injectées chez les souris.

Le mexoryl comme I’éthyl-exyl-méthoxycinnamate retardent la formation des tumeurs chez la
souris (Fourtanier, 1996), le PABA et la benzophénone agissant de méme (Gurish et al.,
1981).

Chez la souris, Berton et al., (1998) ont observé que méme si la vitamine E protege
partiellement des effets initiateurs de tumeurs induits par les UV (lésions de I’ADN,
expression de p53), elle n’induit qu’une prévention du développement des étapes précoces de
la carcinogeneése et n’a pas d’effet sur I’incidence finale des tumeurs. Par contre, Gensler et
Magdaleno (1991) ont observé une diminution de la formation des tumeurs.

2.4.3.3 Epidémiologie des cancers cutanés et photoprotecteurs externes

et naturels

Les études chez I’hnomme sont également contradictoires et controversées en raison de leur
difficulté de réalisation (Keller et Fenske, 1998).

D’autant plus qu’il est trés difficile d’extrapoler les résultats obtenus sur animaux, explants ou
épidermes reconstruits, car pour les créemes solaires par exemple, la dose testée pour la
validation des molécules est de 2 mg.cm™, alors que I’application réelle par I’utilisateur est
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d’environ 0,7 mg.cm™. De plus, I’application réguliére n’est pas toujours réalisée, notamment
apres la baignade.

La plupart des études épidémiologiques révélent que les cremes solaires ne sont pas efficaces
pour prévenir la survenue de mélanome. On aurait pu penser que I’évolution de la formulation
depuis le début des années 80 aurait permis une meilleure protection des mélanomes, mais ce
n’est pas le cas (Cf. tableau ci-dessous).

Année Effet de I’utilisation de créme sur la Auteurs
survenue de mélanome
1979 Augmente le risque Kleep et al.
1985 Augmente le risque Graham et al.
1986 Pas d’effet Holman et al.
1988 Augmente le risque Osterlind et al.
1990 Augmente le risque Beitner et al.
1993 Pas d’effet Herzfeld et al.
1995 Augmente le risque Autier et al.
1995 Augmente le risque Westerdahl et al.
1999 Augmente le risque Bigby
2000 Pas de diminution du risque Westerdahl et al.
2000 Augmente le risque Adutier
2000 Pas d’effet Naldi et al.

Tableau 2 : Récapitulatif bibliographique de I'effet des cremes solaires sur la survenue

de mélanome

Moins d’études ont été réalisées en ce qui concerne les carcinomes basocellulaires et
spinocellulaires. Green et al. (1999) ont montré que les créemes solaires prévenaient les SCC
mais pas les BCC. Kricker et al. (1994) et Harvey et al. (1996) quant a eux ont montré que
I’utilisation de crémes solaires augmenteée le risque de BCC. De méme une étude prospective
révéle que la probabilité de développer un cancer basocellulaire augmenterait, chez la femme,
avec la fréquence d’utilisation des créemes solaires (Hunter et al., 1990).

Une étude réalisée sur les carcinomes basocellulaires indique que les créemes solaires
préviennent la survenue de mutations UVB-induites dans la p53. La survenue de BCC chez
les sujets utilisateurs de crémes solaires serait donc soit lié a une voie p53 indépendante, soit
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lié aux UVA qui ne sont pas bloqueés par les cremes solaires utilisées et qui ont donc pu
induire des mutation dans des oncogenes ou des génes suppresseurs de tumeur autres que p53
(Rosenstein et al., 1999).

Dans la plupart des cas, I’application de crémes solaires ne fait qu’allonger le temps
d’exposition solaire des individus en augmentant la DEM (Araki et al., 1999 ; Westerdahl et
al., 2000). L efficacité des cremes solaires est discutable puisqu’en protégeant contre les UVB
et en augmentant le temps d’exposition, elles augmenteraient I’exposition aux UVA et a la
lumiere visible (Rosenstein et al., 1999) ce qui selon Setlow (1999) pourrait étre responsable
du développement des mélanomes.

Selon Autier (2000), I’utilisation des créemes solaires lors des loisirs augmenterait le risque de
cancers cutanés, par contre leur utilisation lors d’exposition « non-intentionnelle » induirait
une diminution de la survenue des carcinomes spinocelluaires.

Les cremes solaires devraient donc, comme le MPI-Sorb, couvrir tout le spectre de fagon
identique.

L utilisation de photoprotecteurs « naturels » pose également probléme car, a la différence des
photoprotecteurs externes, qui ne doivent pas pénétrer profondément dans I’épiderme, ils sont
circulants, et peuvent interférer avec le métabolisme cellulaire.

En effet, plusieurs études épidémiologiques montrent une relation inverse entre
supplémentation en -caroténe et risque de cancer (Fuchs, 1998). D autre part, Green et al.
(1999) ont observé que le B-carotene ne prévient ni le BCC ni le SCC a moyen terme.
Cependant si le B-carotene ne semble pas prévenir la formation des carcinomes chez des
sujets predisposés, il augmenterait le risque chez les fumeurs (Greenberg et al. 1990, Fuchs,
1998).
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Figure 26 : Modeles d'épidermes reconstruits : a) sur substrat synthétique, b) sur matrice
de collagene, c) sur derme équivalent, d) sur derme acellulaire déépidermisé (d’apres Régnier

et Staquet, pour la science, 1999)
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3 Epidermes reconstruits

L’epiderme reconstruit est un modéle tridimensionnel dont I’étude s’est considérablement
développée ces derniéres années, d’une part en vue de mieux comprendre la physiopathologie
de la peau et, d’autre part, pour tester de nouvelles molécules.

Il existe différents supports pour permettre la reconstruction : filtre de polycarbonate (substrat
synthétique) (Skinethic), lattice de collagéne contractée par des fibroblastes (derme
équivalent) (Bell et al., 1983), ou non contractée (matrice de collagene) (Episkin), derme
acellulaire deépidermisé (DED) (Prunieras et al., 1979 ) (cf. Figure 26 : Modéles d'epidermes
reconstruits : a) sur substrat synthétique, b) sur matrice de collagéne, c) sur derme
équivalent, d) sur derme acellulaire déépidermisé (d’aprés Régnier et Staquet, pour la
science, 1999), p. 78).

L’intérét du derme acellulaire déépidermisé est qu’il est le seul a présenter une membrane
basale permettant la cohésion épiderme-derme.

3.1 Epidermes reconstruits sur DED

La difficulté pour comparer les différentes études sur les épidermes reconstruits n’est pas tant
le mode de culture que le milieu de culture utilisé (cf. Tableau 3 : Composition des milieux de
bases (DMEM/Ham et IMDM/MCDB153) pour les épidermes reconstruits, p. 84). En effet, si
la technique de réalisation du modele d’épiderme reconstruit sur DED utilisée par les
différentes équipes ne varie pas, ce n’est pas le cas pour la composition du milieu. Or la
composition du milieu peut influer sur la structuration de I’épiderme, ses propriétés
biochimiques, son comportement face au stress oxydatif...

COMPOSANTS DMEM | IMDM COMPOSANTS Ham MCDB
(mg.L™) [ (mg.L™) F12 |153(mg.LY)
(mg.L™)
Sels inorganiques Sels inorganiques
CaCl, 2H,0 264,00 | 219,00 CaCl, 2H,0 44,00 4,41
Fe(NOs) 9H,0 0,10 CuS0O, 5H,0 0,0024 | 0,00275
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KCI 400,00 | 330,00 KCI 223,60 111,83
KNO; 0,076 FeSO, 7H,0 0,83 1,39
MgSO, 7H,0 200,00 | 200,00 MgCl, 6H,0 122,00 122,00
NaCl 6400,00 | 4505,00 NaCl 7599,00 | 7599,00
NaHCO; 3700,00 | 3024,00 NaHCO; 1176,00
NaH,PO, 2H,0 141,00 | 141,00 NaH,PO, 142,00 284.088
Na,SeO; 5H,0 0,017 ZnS0O, 7H,0 0,86 0,144
NiCl 6H,0 0,00012
FeC|2 2H20 0,00113
Na,SeO; 0,0038
MnSQ, 0.000151
NaSiO; 9H,0 0,142
Métavanate 0,000585
d’ammonium
CH;CO;Na 301,53
Acide molybdique 4H,0 0,00124
Autres composants Autres composants
D-Glucose 4500,00 | 4500,00 D-Glucose 1802,00 | 1081,00
Rouge de Phénol 15,00 | 15,00 Rouge de Phénol 1,20 1,242
HEPES 5958,00 Acide Linoléique 0,084
Pyruvate de Sodium 110,00 Pyruvate de Sodium 110,00 55,00
Aminoptérine 0,176 Acide DL-68 Thioctique 0,20 0,206
Hypoxanthine 13,60 Hypoxanthine 4,00
Thymidine 3,88 Thymidine 0,70 0,727
Putrescine 2HCI 0,161 0,161
Adénine HCI 30,88
HEPES 6600
Acides aminés Acides aminés
L-Alanine 25,00 L-Alanine 8,90 8,91
L-Asparagine H,O 28,40 L-Arginine HCI 211,00 210,7
L-arginine HCI 84,00 | 84,00 L-Asparagine 13,00 15,00
Acide L-Aspartique 30,00 Acide L-Aspartique 13,30 3,99
L-Cystéine 48,00 | 70,00 L-Cystéine HCI 36,00 42,04
Acide L-Glutamique 75,00 Acide L-Glutamique 14,70 14,71
L-Glutamine 580,00 | 584,00 L-Glutamine 146,00 877,2
Glycine 30,00 | 30,00 Glycine 7,50 7,51
L-Histidine HCIH,O | 42,00 | 42,00 L-Histidine HCI H,O 21,00 16,77
COMPOSANTS | DMEM | IMDM ‘ ‘ COMPOSANTS ‘ Ham ‘ MCDB ‘
(mg.L™) [ (mg.L™) F12 |153(mg.LY)
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(mg.L™")
L-Isoleucine 105,00 | 105,00 L-Isoleucine 4,00 1,968
L-Leucine 105,00 | 105,00 L-Leucine 13,00 65,6
L-Lysine HCI 146,00 | 146,00 L-Lysine HCI 36,50 18,27
L-Méthionine 30,00 30,00 L-Méthionine 450 4,48
L-Phénylalanine 66,00 | 66,00 L-Phénylalanine 5,00 4,96
L-Sérine 42,00 | 42,00 L-Proline 34,53
L-Thréonine 95,00 95,00 L-Sérine 10,50 63,06
L-Tryptophane 16,00 16,00 L-Thréonine 12,00 11,91
L-Tyrosine 72,00 | 104,20 L-Tryptophane 2,00 3,06
L-Valine 94,00 | 94,00 L-Tyrosine 5,40 3,41
L-Valine 11,70 35,13
Vitamines Vitamines
Biotine 0,013 Biotine 0,0073 0,0146
Pantothénate de 4,00 4,00 Pantothénate de calcium 0,50 0,238
calcium
Chlorure de Choline 4,00 4,00 Chlorure de Choline 14,00 13,96
Acide Folique 4,00 4,00 Acide Folique 1,30 0,79
i-Inositol 7,20 7,20 i-Inositol 18,00 18,02
Nicotinamide 4,00 4,00 Nicotinamide 0,036
Pyridoxal HCI 4,00 4,00 Pyridoxine HCI 0,06
Riboflavine 0,40 0,40 Riboflavine 0,037 0,0376
Thiamine HCI 4,00 4,00 Thiamine HCI 0,30 0,0337
Vitamine By, 0,013 Vitamine By, 1,40 0,407

Tableau 3: Composition des 2 principaux milieux de base (DMEM/Ham et
IMDM/MCB153) pour les épidermes reconstruits.

En plus des différences des milieux de base, la supplémentation par les additifs tels que
I’insuline, ’EGF (epidermal growth factor), le bFGF (fibroblast growth factor), le BPE
(bovine pituitary extract), I’hydrocortisone peut varier.

3.1.1 Epidermes reconstruits avec des kératinocytes

3.1.1.1 Epidermes reconstruits en milieu DMEM/Ham/sérum bovin

Les épidermes ainsi reconstruits sont observés apres 15 jours de culture a I’interface air-
liquide. Dans ce milieu, la composition en lipides de I’épiderme reproduit la composition de
I’épiderme natif (Ponec et al., 1988). Il existe cependant quelques différences mineures dans
la concentration en triglycérides et en glycosphingolipides et des différences majeures dans la
concentration en acides gras telle qu’une concentration faible en acide linoléique qui est
important pour la fonction barriere (Ponec et al., 1988).

La morphologie de ces épidermes reconstruits est normale.
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Les kératinocytes cultivés sur DED sont capables de synthétiser tous les lipides qui sont dans
le tissu natif, et méme les céramides formées a partir de I’acide linoléique (Ponec, 1991).

Seules les kératines K1 et K10 sont exprimées correctement dans les couches suprabasales ; la
kératine K6 qui n’est pas exprimée dans la peau normale est exprimée dans I’épiderme
reconstruit. L’involucrine, la transglutaminase et la filaggrine sont exprimées dans la couche
épineuse alors que I’involucrine et la filaggrine sont exprimées seulement dans le stratum
corneum dans I’épiderme normal (Ponec, 1991). Ceci est en contradiction avec les résultats de
Régnier et al. (1988) qui ont observé que I’involucrine, la transglutaminase et la filaggrine,
ainsi que la kératine K1 avaient une distribution similaire a celle de la peau normale.

La différence de composition en lipides et d’expression des marqueurs peut étre liée a la
composition du milieu (cf. p. 87).

Une étude comparative en fonction du nombre de semaines de culture a I’interface air-liquide,
de la température de culture et de la présence ou I’absence d’EGF dans le milieu de culture, a
montré ; d’une part qu’a 37 °C I’épiderme se différencie plus vite qu’a 33 °C, ce qui se traduit
par une augmentation de I’épaisseur du stratum corneum; d’autre part qu’en présence d’EGF,
I’épiderme est hyperprolifératif la premiére semaine, puis devient rapidement sénescent
(Gibbs et al., 1997).

Le gradient de calcium dans I’épiderme reconstruit n’est pas tout a fait comparable a celui de
I’épiderme natif. La concentration en calcium est plus élevée dans les couches supérieures ce
qui se traduit par une desquamation insuffisante. La différenciation terminale incompléte des
cornéocytes est corrélée avec une accumulation de calcium dans le stratum corneum
(Vicanova et al., 1998).

Stratum | Stratum
. . . Granuleuse | Granuleuse
Tissu Localisation |Basale | Epineuse | = ., - (- corneum | corneum
inférieure | supérieure | .
interne | externe
Epiderme | Cellulaire ++ | ++/+++ +++ ++++ Sl s 0
natif | Extracellulaire| ++ ++ ++ +++ + 0
Epiderme Cellulaire +/++ ++ +++ +++/++++ +++ +++
reconstruit | Extracellulaire| ++ ++ ++ ++/+++ + +
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Tableau 4 : Estimations du taux de calcium dans les couches des épidermes natif et

reconstruit (d'apres Vicanova et al., 1998)

L’epiderme reconstruit a une fonction barriéere similaire qualitativement parlant a celle de la
peau normale (cf. 1 La peau p. 19.). Cependant, il est plus perméable que la peau normale
(Régnier et al., 1993). Ceci est sGrement attribuable a la différenciation incomplete du stratum
corneum.

3.1.2 Epidermes reconstruits avec des kératinocytes et des

mélanocytes

Figure 27 : Epidermes reconstruits sur DED avec 95 % de kératinocytes et 5 % de

melanocytes : a) phototype I1, b) phototype VI (Collection personnelle)

3.1.2.1 Epidermes reconstruits avec des mélanocytes en milieu
IMDM/MCDB153/SVF

Apres 15 jours de culture a I’interface air/liquide, I’épiderme reconstruit avec 10 % de
mélanocytes, 90 % de kératinocytes est correctement différencié avec présence de
mélanocytes basaux fonctionnels et d’un stratum corneum. La culture d’épidermes
reconstruits avec des mélanocytes de différentes origines a permis de reconstruire les
différents phototypes (Bessou et al., 1996).

Dans I’épiderme reconstruit, I’anti-filaggrine marque la granuleuse et le stratum corneum
alors que dans la peau normale, seul le stratum corneum est marqué.

De méme I’anti-involucrine marque I’épineuse, la granuleuse et le stratum corneum dans
I*épiderme reconstruit alors que seul le stratum corneum est marqué dans la peau normale
(Bessou et al., 1995).

Les kératines K1 et K10 sont exprimées correctement dans les couches suprabasales. Les
kératines K14 et K5 sont exprimées correctement dans la couche basale.
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Les kératines K6, K17 et K16 qui ne sont pas exprimées normalement dans I’épiderme
stratifié sont présentes dans I’épiderme reconstruit (Bessou et al., 1995).

L’acide linoléique (18: 2) et I’acide arachidonique (20: 4) sont des acides gras essentiels dont
les concentrations dans le milieu de culture sont sGrement insuffisantes. Dans les
kératinocytes en culture la conversion du 18: 2 en 20: 4 (Isserof et al., 1987) se réalise ce qui
n’est pas le cas in vivo. L acide palmitique (16: 0) et I’acide oléique (18 :1) semblent
compenser I’absence en 18 :2 et 20 :4.

Epiderme
Acides reconstruit avec
Epiderme natif | des mélanocytes
gras membranaires %
15 jours
16 :0 1583 26
18:0 13.8 12.42
18:1 22.7 40.43
18:2 415 16.9
20:0 14 0.9
20:1 0 151
20:4 5.3 0.78
22:0 0 0.98
Total 100 100

Tableau 5 : Pourcentages d'acides gras membranaires dans I'épiderme natif (adapté

d'aprés Vicanova et al., 1999) et dans I'épiderme reconstruit (d'aprés Bessou, 1997)

3.1.2.2 Epidermes reconstruits avec des mélanocytes en milieu
DMEM/Ham/sérum bovin

La culture d’épidermes reconstruits avec des mélanocytes de différentes origines a permis
comme dans le modeéle cultivé dans le milieu (IMDM/MCDB153/SVF) de reconstruire des
épidermes de différents phototypes. De méme, ce modele possede un systéme pigmentaire
bien développé et fonctionnel puisque d’une part I’irradiation UVB induit la pigmentation et
que celle ci est prévenue par un écran solaire (Mexoryl) et d’autre part puisque I’acide kojique
(produit dépigmentant) induit une dépigmentation de I’épiderme (Régnier et al., 1999).
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3.1.2.3 Epidermes reconstruits avec des mélanocytes en milieu

Rheinwald-Green modifié

Les épidermes reconstruits avec 10 ou 20 % de mélanocytes présentent un nombre de
mélanocytes proportionnel au nombre de cellules ensemencées (Franchi et al., 1994). lls sont
correctement localisés au niveau de la basale. Ce résultat est différent de celui de Bessou et al.
(1995) qui ont observe qu’il y avait un seuil (5-10 %) au-dela duquel les mélanocytes étaient
éliminés. Les mélanocytes possedent une activité tyrosinase, une activité dopa-oxydasique et
des mélanosomes a différents stades de maturation (Franchi et al., 1994).

Figure 28 : Epidermes reconstruits : a) avec des mélanocytes (en noir) (collection
personnelle), b) avec des mélanocytes (en noir) et des cellules de Langerhans (en rouge)

(d'aprés Régnier et al., 1997)

3.1.3 Epidermes reconstruits avec des kératinocytes, des

mélanocytes et des cellules de Langerhans

Le modeéle d’épiderme reconstruit avec des keératinocytes et des mélanocytes ne permet pas
d’estimer les réactions immunitaires. Dans ce modeéle, des cellules de Langerhans obtenues a
partir de leurs progéniteurs hématopoiétiques ont été co-ensemencées avec des kératinocytes
et des mélanocytes. L’épiderme ainsi obtenu est correctement reconstruit avec des
mélanocytes basaux transférant la mélanine. Les cellules de Langerhans sont correctement
localisées dans I’épineuse (Régnier et al., 1997, 1998; Staquet et al., 2000). Ce modele va
permettre de mieux comprendre les interactions cellulaires et I’influence de chaque type
cellulaire dans la prolifération, la pigmentation et d’autre part d’appréhender la
photosensibilité et la toxicité de diverses molécules. Des études préliminaires ont déja montré
une modification des cellules de Langerhans apres irradiation et application de
photosensibilisateurs (Staquet et al., 2000).
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3.2 Effet des UV sur les épidermes reconstruits

Peu d’études ont été réalisées sur le modele d’épiderme reconstruit sur DED, la plupart ont été
réalisées sur lattice de collagene.

3.2.1 Effet des UV sur les épidermes reconstruits avec des

mélanocytes sur DED

Les épidermes reconstruits avec des mélanocytes cultivés en milieu IMDM / MCDB153 et
irradiés de facon chronique présentent une stimulation de la synthese de mélanine et du
transfert des mélanosomes, une augmentation du nombre de mélanocytes et de leur dendricité
(Bessou et al., 1995). De méme, en milieu DMEM/Ham les UVB induisent une stimulation de
la pigmentation (Régnier et al., 1999).

Les UVB en irradiation chronique induisent une diminution de I’ubiquinone, de la vitamine E,
de I’activité catalase et une légére augmentation de I’activité SOD. En ce qui concerne les
acides gras, une diminution du taux d’acide oléique et une Iégére diminution du taux d’acide
arachidonique sont observees (Bessou, 1997).

3.2.2 Effet des UV sur les épidermes reconstruits sur lattices ou

peaux équivalentes

Apres irradiation (UVA, UVB) les peaux equivalentes comme les peaux normales relarguent
des mediateurs de I’inflammation comme IL-1, TNF-o, PGE-2 qui sont impliqués dans
I’érytheme (Nelson et Gay, 1993).

Apres irradiation UVB chronique, le nombre et la dendricité des mélanocytes des peaux
équivalentes augmentent. Les mélanocytes dans ce modele sont donc fonctionnels et capables
de répondre aux UV (Todd et al., 1993).

Archambault et al. (1995) ont comparé I’effet d’irradiations chroniques sur des mélanocytes
seuls ou dans une peau équivalente. lls ont observé que les UV induisent une augmentation de
la dendricité des mélanocytes dans la peau équivalente et que les mélanocytes se comportent
comme dans la peau normale. De plus, la production de mélanine est plus importante lorsque
les mélanocytes sont intégrés dans une peau équivalente avec kératinocytes et fibroblastes que
lorsqu’ils sont seuls en monocouche. De méme, la survie des mélanocytes est plus importante
dans la peau équivalente. Les kératinocytes et les fibroblastes influent donc sur le
fonctionnement des mélanocytes dans la peau. Ce modele est parfaitement adapté a I’étude
des régulations paracrines des mélanocytes aprés irradiation .

Trois jours aprés une irradiation aigué UVB (50 mJ.cm™), Bernerd et Asselineau (1997) ont
observé une parakératose de I’épiderme caractérisée par une couche cornée nucléé, une
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diminution des marqueurs de différenciation telles que la kératine K10, la loricrine, la
filaggrine et la transglutaminase I, par contre, I’involucrine n’est pas affectée. La
morphogenese de I’épiderme redevient normale apres 14 jours de culture.

Les épidermes reconstruits, comme I’épiderme normal, expriment la galectine-7, un marqueur
de stratification épithéliale, dans toutes les couches de I’épiderme. Aprés irradiation UVB,
dans les deux types d’épidermes, il y a surexpression de galectine-7 dans les « sunburn cells »
(Bernerd et al., 1999).

3.3 Champs d’application du modeéle d’épiderme reconstruit

3.3.1 Etudes cellulaires

Le modeéle d’épiderme reconstruit permet d’associer des cellules d’origines différentes,
d’associer un ou plusieurs types cellulaires afin d’étudier I’influence d’un type cellulaire au
sein d’un organe , de faire varier la composition du milieu ou d’appliquer des molécules en
topique.

3.3.1.1 Meélanocytes

Des études a partir de reconstructions chimériques ont permis de démontrer que c’est I’origine
du mélanocyte qui détermine le phototype de la peau (Bessou et al., 1996).

3.3.1.2 Kératinocytes

Des études sur épidermes reconstruits ont permis de montrer qu’il existe 2 populations de
kératinocytes basaux présentant une expression différente de I’intégrine p—1. Ces 2
populations répondent difféeremment aux UV ce qui se traduit par une expression différentielle
de la p53, Bcl-2 et de la cycline E (Hendrix et al., 1998). L’influence de p53 (apoptose ou
réparation) est peut-étre prédéterminée par le type de la cellule.

3.3.1.3 Supplémentation du milieu

Ce modéle a permis de monter que la 1,25-dihydroxyvitamine D3 stimule la différenciation
terminale des kératinocytes en cornéocytes (Régnier et Darmon, 1991).

Il a également permis de montrer que I’acide rétinoique inhibe la formation de I’enveloppe
cornée. En effet, le traitement par I’acide rétinoique induit une inhibition de la différenciation
terminale en inhibant la transcription de la loricrine mais pas celle de I’involucrine qui est,
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comme la loricrine, impliquée dans la différenciation terminale des kératinocytes (Magnaldo
etal., 1992).

Une étude a été réalisée sur I’effet de I’EGF et du KGF (kératinocyte growth factor) qui
semblent impliqués dans la régéneération de I’épiderme apres une blessure. Cette étude a
permis de montrer que I’EGF joue un réle majeur dans les événements précoces de la
réparation par stimulation de la prolifération et de la migration des kératinocytes tandis que le
KGF joue un réle tardif par stabilisation du renouvellement (« turn-over ») de I’épiderme et
de la fonction barriere (Gibbs et al., 2000).

Le milieu de culture (DMEM/Ham) (cf. Tableau 3 : Composition des milieux de bases
(DMEM/Ham et IMDM/MCDB153) pour les épidermes reconstruits, p. 84) des épidermes
reconstruits avec des kératinocytes a été supplémenté avec de I’acide linoléique (18 :2) afin de
compenser le déficit en cet acide gras des épidermes reconstruits (Vicanova et al., 1999).

L assimilation de I’acide linoléique par les kératinocytes est plus importante sur DED que sur
filtre de polyester. La modification du milieu de culture a permis de rapprocher les taux des
phospholipides et des céramides issus I’acide linoléique des valeurs de I’épiderme natif mais
ce n’est pas le cas pour les triglycérides, ce qui indique la persistance d’anomalies de la
lipogenése (cf.Tableau 5 : Pourcentages d'acides gras membranaires dans I'épiderme natif
(adapté d'apres Vicanova et al., 1999) et dans I'épiderme reconstruit (d'aprés Bessou, 1997)),
p. 84).
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Phospholipides Triglycérides Acides gras libres Céramides
Epiderme | Epiderme | Epiderme | Epiderme | Epiderme | Epiderme | Epiderme | Epiderme
natif reconstruit natif reconstruit natif reconstruit natif reconstruit
% 36,5 36,8 6,0 9,8 10,3 6,2 14,3 15,6
Lipides | +/-3,2 +/- 3,4 +/-2,0 +/- 3,1 +/-1,8 +/-1,2 +/-2,3 +/-2,0
totaux
Acides
gras %
140 0,2 1,2 15 0,9 0,9 4.8 2,0 1,9
’ +/- 0,2 +/- 0,3 +/- 0,7 +/-0,9 +/- 0,1 +/-1,1 +/- 0,4 +/- 0,2
16 -0 12,6 15,7 18,1 10,6 8,3 26,5 8,7 10,4
) +/-1,1 +/-0,8 +/-1,1 +/-0,5 +/-1,4 +/-0,5 +/- 2,7 +/-0,3
. 0,7 7,2 1,0 11
16:1 +-02 | +-02 0 0 0 H-10 | +-02
18 -0 15,2 19,8 7,7 8,0 4,88 26,1 3,8 10,8
) +/-1,2 +/-0,5 +/- 0,6 +/-0,3 +/- 0,4 +/- 0,6 +/- 0,3 +/-1,6
18 1 16,5 21,2 42,0 20,2 3,0 15,9 3,9 6,8
’ +/- 0,3 +/-1,1 +/- 0,2 +/- 0,1 +/- 0,3 +/- 2,2 +/- 0,9 +/- 0,7
18 2 42 .4 315 18,4 55,1 51 53 6,3 4,6
) +/-1,2 +/-1,7 +/-1,4 +/-1,3 +/-0,5 +/-1,7 +/- 0,6 +/- 0,0
20 0 2,1 1,6 0 15 3,1 3,2 11 2,2
) +/-0,1 +/-0,1 +/-0,1 +/-0,2 +/-0,2 +/-0,2 +/- 0,0
. 1,0 14 1,2
203 1 01 | +-01 0 +-03 0 0 0 0
. 5,2 3,5 0,5 1,8 11 0,5
204 1 02 | +-01 | +-05 | +-04 g H-11 e +-01
990 1,6 11 0,4 0 3,1 3,8 11 6,3
) +/-0,2 +/- 0,0 +/-0,4 +/- 0,7 +/-0,4 +/-0,2 +/- 0,0
. 0,1 0,6
22:1 +-01 0 0 0 0 0 0 +-02
. 1,3
22 :2 0 0 0 0 +-13 0 0
240 25 2,3 2,4 0,6 34,3 8,3 27,3 32,1
) +/-0,1 +/-0,1 +/-0,2 +/- 0,6 +/-1,6 +/-0,5 +/-1,6 +/-1,4
. 0,2
241 +-01 0 0 0 0 0 0 0
. 6,1 0,9 6,9 14
250 0 0 0 +-03 | +-09 | +-10 | +-00
. 0,2 11 25,8 29 37,9 21,4
26:0 | /795 0 +-01 0 +-17 | +-08 | +-01 | +-18
. 5,4
28:0 0 0 0 +-07 0 0 0
18 :0/18
1/18 2 1/1,1/2,8 | 1/1,1/16 | 1/5,5/2,4 | 1/2,5/6,8 | 1/0,6/1,1 | 1/0,6/0,2 | 1/1/1,7 1/0,6/0,4

Tableau 6 : Composition en acides gras de I’épiderme natif et de I’épiderme reconstruit

avec des kératinocytes cultivés dans un milieu enrichi avec 30 pg.ml™ dacide linoléique
(Vicanova et al., 1999)
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3.3.2 Etude de différentes affections

3.3.2.1 Carcinomes

Des cellules de carcinomes spinocellulaires (SCC) ont été cultivées sur DED et ont induit la
formation d’un épithélium similaire aux tissus pathologiques avec une distribution des
marqueurs tels que I’involucrine et la filaggrine, similaire a la distribution dans le carcinome
(Régnier et al., 1988).

Des cellules de SCC ont également été cultivees sur matrice de collagene colonisée ou non
par des fibroblastes. L épiderme témoin a été réalisé avec des cellules HaCaT (lignée
kératinocytaire). Cette étude a permis de montrer qu’en absence de fibroblastes les SCC
exprimés plus de MMP-9 (métalloprotéinase) que les HaCaT et qu’en présence de fibroblastes
seules les cellules de SCC expriment la MMP-9. Ceci montre I’importance des interactions
entre les cellules malignes et les fibroblastes du stroma dans I’expression de MMP-9 et donc
probablement dans le développement de métastases dans les SCC humains (Borchers et al.,
1997).

3.3.2.2 Mélanomes

L’epiderme reconstruit peut servir de modele pour I’étude des melanomes par co-
ensemencement de kératinocytes et de cellules mélanomateuses. Les épidermes, ainsi
reconstruits, miment la situation in vivo.

Seuls les épidermes reconstruits avec des cellules de mélanomes invasifs présentent une
invasion du derme (Dekker et al., 2000; Berthier-Vergnes et al., 2000).

La migration des cellules de mélanomes dans le derme, qu’il présente ou non une membrane
basale, n’est possible qu’en présence de kératinocytes et de fibroblastes (Eves et al., 2000).

Les mélanocytes, quelles que soient les conditions, ne migrent pas dans le derme, par contre,
les kératinocytes, en absence de membrane basale migrent dans le derme (Eves et al., 2000)
(cf. Figure 2 : Structure de I’épiderme (d’aprés Dominice-Franchi, 1999), p. 19).

3.3.2.3 Neavus pigmentaires

Les naevi pigmentaires sont des taches pigmentées de la peau constituées de cellules
pigmentaires groupées en amas ou theques. lls peuvent étre congénitaux ou acquis. 1ls
peuvent, dans certaines circonstances, se transformer en melanomes.

Il a été possible de reconstruire ex-vivo des navi pigmentés a partir de cellules fraichement
isolées ou de cultures primaires provenant de naevus dermiques et de kératinocytes normaux
(Bessou-Touya et al., 1999). Le développement de ce modéle a pour but de comprendre les
stimuli induisant I’apparition des nauvi.
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3.3.2.4 \Vitiligo

Le vitiligo est une affection cutanée qui se traduit par la dépigmentation de certaines zones de
peau due a la disparition des mélanocytes. La reconstruction d’épidermes avec des cellules de
patients atteints de vitiligo n’a pas permis de le reproduire ex-vivo. Un stress est srement
nécessaire pour induire la mort des mélanocytes (Bessou et al., 1997b).

3.3.2.5 Epidermolyse bulleuse

L’epidermolyse bulleuse jonctionnelle, qui se traduit par I’absence de formation des
hémidesmosomes, qui assurent la cohésion de I’épiderme au derme, est liée & une mutation
dans le géne codant pour la chaine B3 de la laminine. Un épiderme reconstruit avec des
kératinocytes corrigés par transfert de I’ADNc de la 33 laminine présente, dés lors, une
jonction dermo-épidermique normale (Vailly et al., 1998). Cette étude montre I’intérét d’un
tel modéle pour le développement de nouvelles thérapies dans le cas de graves pathologies
génétiques.

3.3.2.6 Xeroderma pigmentosum

Le xeroderma pigmentosum (XP) est une maladie caractérisée par un défaut de réparation de
I’ADN. Les patients atteints de XP présentent une forte photosensibilité et développent de
nombreuses tumeurs. Il a été possible de reconstruire un épiderme XP en utilisant des
kératinocytes de patients XP (Bernerd et al., ICP 2000). La reconstruction d’un épiderme XP
montre que les kératinocytes, comme les fibroblastes, expriment intrinséquement un
phénotype anormal. Dans ce systeme I’effet d’une dose d’UVB induit des Iésions de I’ADN
qui sont toujours présentes 4 jours apres irradiation. Ce modéle semble prometteur pour
I’étude des hyperphotosensibilités génétiques.

3.3.2.7 Candidoses cutanées

Les candidoses cutanées sont dues au développement des levures du genre candida. Elles se
traduisent par le développement de zones inflammatoires au niveau des plis (intertrigo) ou de
lésions suppuratives (pyodermites). La reconstruction, grace au modéle d’épiderme
reconstruit, d’une candidose cutanée a permis de montrer que ce modéle répond comme les
modeéles animaux aux liposomes contenant de I’econazole. Ce modele semble tout a fait
adéquat pour se substituer aux modeles animaux et a I’étude de cette pathologie sur
volontaires (Korting et al., 2000).
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3.3.3 Test de molécules actives

La législation demande des contréles de qualité combinés a de séveres mesures de sécurité et
a une limitation du nombre d’animaux pouvant étre utilisé. De ce fait, les méthodes
alternatives, plus particuliérement les substituts cutanés, pour I’évaluation des tests pharmaco-
toxicologiques de nouvelles formulations cosmétiques sont appelées a se développer.

3.3.3.1 Etude des modificateurs de la pigmentation

L’epiderme reconstruit avec des mélanocytes répond aux modificateurs de la pigmentation.
Comme dans I’épiderme normal I’IBMX et I’OAG augmentent la pigmentation tandis que
I’acide kojique et le mequinol diminuent la pigmentation (Bessou et al., 1997a).

3.3.3.2 Etude des écrans solaires

L’irradiation UVA (50 J.cm™) d’épidermes reconstruits selon la technique Episkin traités avec
différents écrans a permis d’établir que I’épiderme reconstruit peut constituer un modéle utile
pour I’étude des lésions induites par les UVA (lipoperoxydation, déplétion en glutathion) et
pour tester le potentiel des molécules photoprotectrices (Cohen et al., 1998).

Le derme équivalent (collagéne-glycosaminoglycanes-chitosane + fibroblastes) et I’épiderme
équivalent réagissent aux effets délétéres des UVA et des UVB (diminution de la viabilite et
réponse inflammatoire (IL-1). L’application topique, avant exposition, d’un écran solaire
protége les cellules de la mort UV-induite (Augustin et al., 1997).

L’evaluation de la photoprotection sur épidermes reconstruits sur lattice montre une bonne
efficacité de filtres anti-UVB et anti-UVA dans la protection des cellules épidermiques envers
la formation des SBC et des dimeres de pyrimidine, cependant seul le filtre anti-UVA protege
les fibroblastes (Bernerd et al., 2000).

L’épiderme reconstruit est donc un modele approprié pour I’étude des effets des UV et des
filtres solaires (Bernerd et al., 2000).

3.3.3.3 Etude de I’irritation

Le modeéle SkinEthic a été validé pour prédire le potentiel irritant de produits topiques apres
une ou plusieurs applications chroniques ou topiques (de Brugerolle de Fraissinette et al.,
1999).
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3.3.4 Amélioration du modeéle d’épiderme reconstruit

Il est possible d’améliorer le derme déépidermisé en lui intégrant des fibroblastes
(Chakrabarty et al., 1999) et méme des cellules endothéliales (Black et al., 2000).

Les épidermes reconstruits sur derme acellulaire déépidermisé et sur matrice de collagéne
colonisée par des fibroblastes ressemblent histologiquement a I’épiderme natif. Cependant, il
y a quelques anomalies en particulier dans I’expression de certains marqueurs de
différenciation (cf. p.81-85).

Sur la matrice de collagene contractée par des fibroblastes a été déposée un derme acellulaire
déépidermisé. Sur cet assemblage des kératinocytes ont été ensemencés et ont permis la
reconstruction d’un épiderme présentant une morphologie similaire a I’épiderme natif (Lee et
al., 2000). Dans ce type d’épidermes, les marqueurs de différenciation tels que I’involucrine,
la loricrine, la filaggrine sont exprimés selon le méme profil que I’épiderme natif. La kératine
K1, quant a elle, n’est pas exprimée correctement.

Dans ce modele, des fibroblastes colonisent le derme acellulaire déépidermisé mimant la
migration des fibroblastes in vivo. Ce modéle semble plus physiologique que les autres
modeles d’épidermes reconstruits. De plus, il confirme que la présence des fibroblastes
accentue la différenciation épidermique.

3.3.5 Conclusions

Le modeéle d’épiderme reconstruit sur lattice est parfaitement adapté pour des tests d’irritation
cutanée, de phototoxicité, de photoprotection et cosmétologique (Damour et al., 1998).

L’adéquation de ce modéle avec les modéles animaux et I’extrapolation possible a I’in vivo se
sont traduits par la réalisation de tests in vitro uniqguement sur peau équivalente au sein des
laboratoires L’OREAL (LeClaire et de Silva, 1998).

Les differents modeles d’epidermes reconstruits possédent un épithélium complétement
stratifié qui ressemble étroitement a I’épiderme humain normal quel que soit le milieu de
culture utilisé. Tous les modéles présentent une expression aberrante de la kératine 6, de la
skalp (skin-derived antileukoproteinase), de I’involucrine, de la transglutaminase et des
petites protéeines riches en proline (Boelsma et al., 2000), excepté le modeéle développe par
Lee et al. (2000).

Tous les modeles d’épidermes reconstruits reproduisent la plupart des caractéristiques
de I’épiderme humain normal et sont donc appropriés aux études in vitro de diverses
molécules (Boelsma et al., 2000).

Ce modeéle est tout a fait adapté a I’étude des interactions cellulaires puisqu’il est
modulable a souhait et peut ainsi permettre d’approfondir les connaissances sur
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I’apparition et I’évolution de certaines maladies cutanées et ainsi permettre de
développer de nouvelles thérapies mieux adaptées.
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RESULTATS
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1 Arriéere-plan général

Les sujets négroides développent moins de tumeurs cutanées que les individus caucasoides.
Ceci pourrait résulter d’une exposition solaire moindre, ce qui est peu probable, ou de la forte
activité mélanogénique de leurs mélanocytes qui protegerait efficacement de la survenue des
tumeurs. Ceci est également suggeré par le fait que les albinos négroides présentent de
nombreux cancers cutanés, tout en étant dotés de mélanocytes, mais ceux-ci ont une activité
mélanogénique altérée.

Le role photoprotecteur du mélanocyte pourrait donc étre lié a la présence de mélanine.

Si le mélanocyte a un role photoprotecteur dans I’épiderme, son absence devrait se traduire
par une plus grande photosensibilité de I’épiderme, avec risque accru de mutations et donc de
cancers. Tres peu de cancers sont observés chez les personnes développant un vitiligo,
affection caracterisée par la perte progressive de mélanocytes. Ces données peuvent étre
interprétées de fagon non univoque: soit les études épidémiologiques sont « biaisées » par la
non-exposition des atteintes vitiligineuses aux UV, soit les mélanocytes n’ont pas un réle
fondamental dans la prévention des cancers cutanes.

Le mélanocyte, outre la mélanine, posséde une concentration €levée en acides gras
polyinsaturés qui sont des cibles privilégiées des radicaux libres. Ils peuvent donc étre
considéres comme des molécules « photosensibilisantes » et pourraient expliquer la différence
entre albinos et vitiligo face aux cancers.

De plus, les mélanocytes de faible phototype, en plus d’une faible production de mélanine,
possedent une forte teneur en acides gras insaturés.

A ce stade, nous nous sommes interrogés sur le role du mélanocyte caucasoide de sujets a
peau claire au sein de I’unité épidermique de mélanisation. A-t-il un effet photoprotecteur ?

Cette étude ne pouvait étre réalisée qu’a partir d’un épiderme entier. L’étude aurait pu étre
réalisée sur explants cutanés mais ceux-ci présentent deux désavantages : d’une part, ils
possedent d’autres cellules épidermiques et dermiques qui influent sur le comportement du
mélanocyte au sein de I’unité épidermique de mélanisation ; d’autre part, les explants doivent
étre traités rapidement apreés obtention et le mode vie du donneur (irradiations antérieures,
régime alimentaire riche en graisses insaturées) pourrait influencer les résultats.
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L’épiderme reconstitué pigmenté qui est réalisé a partir de cellules cultivées pendant 2 a 3
semaines permet de s’affranchir du mode de vie du donneur. De plus, étant réalisé
uniquement avec des kératinocytes et des mélanocytes, il permet d’étudier le réle réel du
mélanocyte. Cependant, ce modele qui avait été validé pour la pigmentation dans le
laboratoire, devait étre d’abord validé apres irradiation pour pouvoir étudier la contribution du
mélanocyte.

Le but de ma thése a donc été d’étudier le comportement de ce modéle d’épiderme reconstruit
pigmenté apres irradiation aigué, et d’étudier le réle propre du mélanocyte caucasoide. Pour
cela, des reconstructions ont été réalisees en paralléle avec et sans mélanocytes. Elles ont
permis, d’une part, de comparer I’épiderme mélanisé avec la peau normale afin de le valider
globalement les paramétres du stress UV-induit, et, d’autre part, d’évaluer I’influence des
mélanocytes.

Au vu des résultats, nous avons proposé une modélisation du mélanocyte caucasoide. Ayant
consideré que son réle etait lié en grande partie a la présence des acides gras polyinsaturés,
nous avons étudie I’effet de la supplémentation en acides gras insaturés du milieu de culture
d’un épiderme reconstruit avec des kératinocytes sur son comportement face aux UV, en
comparaison avec des cultures témoin avec ou sans mélanocytes caucasoides.

Nous avons également étudié I’effet de molécules photoprotectrices topiques ou systémiques
d’action connue afin de confirmer I’intérét du modele en photoprotection.

2 Etude de I’'influence des mélanocytes caucasoides dans

les réponses épidermiques induites par une irradiation

aiqué

2.1 Arriéere-plan

L’incidence des cancers de la peau a énormément augmenté ces derniéres décennies. Ce sont
les cancers les plus importants en nombre. Si les carcinomes basocellulaires et les carcinomes
spinocellulaires sont facilement curables, les mélanomes, quant a eux, sont incurables au stade
de métastase viscérale. L’incidence des cancers est plus importante dans les populations de
type caucasoide mais le pourcentage relatif de mélanomes semble plus important dans la
population de type négroide.

L’incidence de ces cancers semble d’une part corrélée avec I’augmentation des expositions
solaires (cf. p.63 Cancer) et, d’autre part, dépendante du phototype du mélanocyte.
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Il est donc important d’approfondir nos connaissances sur I’épiderme et sa réponse au stress
UV ainsi que nos connaissances sur le réle du mélanocyte, et plus particuliérement sur celui
de la mélanine car il varie énormément selon les conditions expérimentales (cf. p.44, UV et
mélanocytes). L’influence du soleil sur I’épiderme peut étre étudiée sur explants de peau mais,
pour cela, il est nécessaire de connaitre parfaitement le comportement du donneur vis-a-vis
des expositions solaires ou ultraviolettes.

Par contre, le rdle du mélanocyte ne peut-étre réellement étudié que dans des modeéles en
culture qui permettent de réaliser des épidermes autologues ou hétérologues avec ou sans
mélanocytes.

Les explants ou les épidermes reconstruits permettent d’observer les lésions prémutagéniques
(CPD, 6-4PP et 8oxodG). Toutefois I’étude du développement des cancers n’est pas
réalisable, que ce soit avec les explants ou les épidermes reconstruits. Pour cela, il faut utiliser
des modeles animaux tels que les souris ou le poisson (xiphophore), modeéles pour le
mélanome.

2.2 But de I’étude

Le but de cette étude est :

» de démontrer que I’épiderme reconstruit se comporte vis-a-vis des UVB de fagon
similaire a I’épiderme humain normal, in vivo, et de ce fait que les données obtenues sur
I’épiderme reconstruit sont extrapolables a I’épiderme humain normal

» d’évaluer le rdle du mélanocyte caucasoide au sein de I’épiderme, apres une
irradiation UVB aigué.

2.3 Meéthodologie générale

Des épidermes ont été reconstruits avec des cellules provenant de donneurs de phototype I11/111
selon la technique de Pruniéras et al. (1979). Afin d’observer I’influence des mélanocytes, des
épidermes ont été reconstruits, parallelement, avec 100 % de kératinocytes ou 95 % de
kératinocytes et 5 % de mélanocytes. Apres 8 jours de culture a I’interface air/liquide, les
épidermes ont été irradiés avec une dose de 0,10 J.cm™ ou de 0,15 J.cm™. Les cultures ont été
arrétées a différents temps compris entre 0 et 24 heures afin d’établir les cinétiques
d’apparition et de réparation des lésions de I’ADN (CPD et 6-4PP) et des SBC (sunburn
cells).

Les CPD et les 6-4PP ont été mis en évidence par immunohistochimie.
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Les SBC ont été mises en évidence par coloration a I’hnématoxyline-éosine.

2.4 Principaux résultats

> Les mélanocytes au sein de I’épiderme sont fonctionnels.

A I’état basal les mélanocytes contiennent des melanosomes qui sont transférés aux
kératinocytes. Les deux types de mélanosomes eu- et phéomélanosomes ont été observes,
cependant le stade final de maturation n’est pas atteint. La présence de mélanine n’a pu étre
observee que par microscopie électronique (concentration trop faible).

» L’épiderme reconstruit se comporte de facon similaire a la peau normale aprés
irradiation.

L apparition des lésions est dose dépendante.
Les 6-4PP sont moins nombreux que les CPD et sont réparés plus rapidement que les CPD.

Les SBC apparaissent apres 6 heures et sont trés importantes a 24 heures.

» L’absence de mélanocytes induit une diminution de la viabilité des cellules
épidermiques (traduit par la présence de SBC). Cependant, le nombre de cellules contenant
des 6-4PP ou des CPD qui sont impliqués dans I’apoptose sont similaires dans les deux types
de reconstructions (épiderme reconstruit avec ou sans mélanocytes). La méthode
immunohistochimique n’est probablement pas assez sensible pour détecter de faibles
variations du nombre de lésions de I’ADN.

2.5 Résultats complémentaires

» Comme dans la peau normale (Sheehan et Young, ICP 2000), le nombre de cellules
révelé par la méthode TUNEL n’est pas corrélé au nombre de SBC. La méthode TUNEL met
en évidence la fragmentation de I’ADN qui est une étape tardive de I’apoptose alors que les
SBC sont révélées par leur cytoplasme éosinophile et leur noyau rétréci qui sont eux des
phénomeénes précoces.

> A la différence des études sur peau normale ou sur cellules, nous avons observeé que le
nombre de CPD et de 6-4 PP n’était pas maximal immédiatement apres irradiation mais 1 a 2
heures aprés irradiation. Les études sur biopsies ou sur cellules montrent soit une décroissance
importante et immédiate du nombre de photoproduits traduisant une réparation immédiate

99



Muriel Cario-André

(Reusch et al., 1988), soit une diminution tres faible (10 % en 3 heures pour les CPD)
(Nakagawa et al., 1998).

L’hypothése émise est que la technique développée par Mori et al. (1991) que nous avons
utilisée pour mettre en évidence les CPD et les 6-4PP ne permet pas a I’anticorps d’accéder
correctement a I’ADN. Nous avons donc utilisé la technique d’accessibilité a I’ADN de
Fukuda et al. ( 1993) pour révéler d’une part I’ADN et d’autre part, apres adaptation de la
technique, les CPD.

i

Figure 29 : Révélation de I'ADN par la technique de Fukuda et al., (1993)

Par cette technique nous avons observé que le nombre de cellules marquées et I’intensité de
leur marquage par I’anticorps anti-dimere de thymine étaient similaires & 0 et 2 heures.

b) >

Figure 30: Révelation des CPD par la technique adaptée de Fukuda et al., (1993) : a) 10

'Dr’ 7
A A

minutes apres irradiation, b) 1 heure apreés irradiation
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2.6 Conclusions

L’ADN n’est pas completement accessible aux anticorps durant les 2 premiéres heures
suivant I’irradiation par la technique de Mori et al. (1991) probablement de part sa
condensation avec les molécules d’histones. Cette condensation expliquerait pourquoi nous
observons comme Nakagawa et al. (1998), peu ou pas de réparation pendant les 2 premiéres
heures apres irradiation. De plus, selon Thoma et al. (1999) et Smerdon (ICP, 2000), les
degreés d’enroulements et de repliements de I’ADN inhibent fortement la réparation des CPD
par excision-resynthése in vitro et in vivo.

L apparition des CPD, des 6-4PP et des SBC est dose-dépendante ce qui corrobore les
observations de Young (1987) et Bayerl et al. (1995) qui ont établi une corrélation entre la
formation des CPD et des 6-4PP, leur réparation et la formation de « sunburn cells ».

L’observation d’une moindre induction de I’apoptose dans les épidermes reconstruits avec des
mélanocytes est probablement liée a la présence de mélanine. En effet, Kobayashi et al.
(1998) ont observé que la « cap » supranucléaire de mélanine prévient la formation des CPD
et des 6-4 PP. Toutefois, la protection induite par la mélanine, qui permet de ne pas
déclencher le programme de mort cellulaire, est probablement faible et ne pourrait donc pas
étre détectée par marquage immunohistochimique des CPD.

Ces résultats corroborent I’hypothése de Stege et al., (2000), selon laquelle il y aurait un
nombre seuil de lIésions induisant I’apoptose.

Le modéle d’épiderme reconstruit sur DED est extrapolable, a I’épiderme in vivo, pour
I’étude des réponses UVB-induites

La faible induction de I’apoptose dans les épidermes reconstruits avec des mélanocytes
pourrait se traduire par la non-élimination de cellules ayant un fort risque tumorigéne et donc
conférer au mélanocyte de faible phototype un réle dans I’induction et le développement des
cancers cutanés.

2.7 Article : Studies on epidermis with and without melanocytes :

melanocytes prevent sunburn cell formation but not

appearance of DNA damaged cells in fair-skinned caucasians
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3 Importance de la concentration en mélanine et en acides

gras polyinsaturés dans les réponses épidermiques UV-

induites

3.1 Arriéere-plan

La majorité des UV arrivant sur terre sont des UVA qui sont plus pénétrants que les UVB
mais moins énergétiques. Les UVB et les UVA sont connus pour avoir un effet différent sur
la peau (cf. p. 46 ; 2.1.2. Changements morphologiques de la peau apres irradiation).

Les UVA induisent notamment la genése de radicaux libres qui provoquent non seulement
des lésions de I’ADN mais egalement des oxydations des lipides et des protéines

La mélanine peut protéger de I’action des radicaux libres (Rozanowska et al., 1998) mais elle
peut également générer des radicaux libres (cf. p. 45 ; 2.1.1.3.4.3: Roles de la mélanine). De
plus, les mélanocytes possedent plus d’acides gras polyinsaturés que les kératinocytes
(Picardo et al., 1996), ce qui les rend plus susceptibles a la lipoperoxydation (cf. p. 41 ;
2.1.1.3.3.1 : Lipoperoxydation).

Les UVA semblent tres importants dans I’induction des mélanomes et semblent augmenter la
mutagénicité des UVB (cf. p. 63 ; 2.3 : Cancers cutanés).

3.2 But de I’étude

Le but de cette étude est :

» de comparer I’effet des UVA seuls, des UVB seuls et des UVA+B sur I’épiderme avec
comme corollaire de démontrer que I’épiderme reconstitué se comporte vis a vis des UVA et
des UVA + B de facon similaire a I’épiderme humain normal, in vivo, et de ce fait que les
données obtenues sur ER sont extrapolables a I’épiderme humain normal.

> d’évaluer le réle du mélanocyte caucasoide, au sein de I’épiderme, apres une irradiation
aigué UVA ou UVA+B.

3.3 Méthodologie générale

Des épidermes ont été reconstruits avec des cellules provenant de donneurs de phototype I1/111
selon la technique de Pruniéras et al. (1979). Afin d’observer I’influence des mélanocytes, des
épidermes ont été reconstruits, parallelement, avec 100 % de kératinocytes ou 95 % de
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kératinocytes et 5 % de mélanocytes. Au bout de 8 jours de culture a I’interface air/liquide, les
épidermes ont été irradiés avec une dose d’UVA (8 J.cm™) ou d’UVB (0,15 J.cm™) ou
UVA+B (8 J.cm?+ 0,15 J.cm™). Les épidermes ont été analysés 24 heures aprés irradiation
afin de pouvoir étudier de nombreux marqueurs.

Les CPD ont été mis en évidence par immunohistochimie.
Les SBC ont été mises en évidence par coloration & I’hématoxyline-éosine.

Les protéines oxydées ont été mises en évidence par révélation des groupements carbonyles
grace a leur réaction avec la 2,4 dinitrophénylhydrazine.

L’oxydation des lipides membranaires, le taux de vitamine E et les activités superoxydase et
catalase ont été réalisées, en ltalie, dans le laboratoire du Dr Picardo.

3.4 Principaux résultats

» Les UVA induisent une protection de I’apoptose UVB-induite. A la différence de
I’irradiation UVB qui induit beaucoup plus de mortalité dans les épidermes reconstruits
uniquement avec des kératinocytes que dans les épidermes reconstruits avec des melanocytes,
apres irradiation UVA+B, il n’y a pas de différence significative de mortalité entre les 2 types
de reconstructions.

» 24 heures apres irradiation UVA+B, il y a moins de CPD qu’apres irradiation UVB.
Les UVA n’induisent pas la formation de CPD, & la dose utilisée (de 8 J.cm™).

24 heures apres irradiation, les 8-oxodG sont peu nombreuses mais a 2 heures, aux doses
utilisées 8 J.cm™ pour les UVA et 0,15 J.cm™ pour les UVB, nous observons que ce sont les
UVB qui induisent le plus de 8-oxodG. A deux heures, il semble qu’il y ait, en présence de
mélanocytes, légérement plus de 8-oxodG dans les couches basale et suprabasale.

» Les UVB induisent plus d’oxydation des protéeines que les UVA. Les UVA+B induisent
une oxydation intermédiaire qui est proche de celle des UVA dans les épidermes reconstruits
avec des kératinocytes et proche de celle des UVB dans les épidermes reconstruits avec des
mélanocytes.

En présence de mélanocytes I’oxydation protéique est plus importante.

» Les UV induisent une oxydation des phospholipides qui est plus importante sous UVB
dans nos conditions expérimentales.
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L’oxydation des phospholipides est beaucoup plus importante en présence de melanocytes.

> Les UV, notamment les UVA, induisent une diminution des activités catalase et SOD.

La catalase agissant apres la SOD dans la voie de détoxication enzymatique de I’anion
superoxde, le rapport entre la SOD et la catalase ne doit pas étre trop déséquilibré pour ne pas
induire I’accumulation d’espéeces réactives de I’oxygéne notamment de peroxyde
d’hydrogéne. La présence de mélanocytes dans les épidermes induit un désequilibre moins
important du rapport SOD/catalase.

» Les UV induisent une déplétion en vitamine E qui est du méme ordre de grandeur quel
que soit le type d’irradiation.

3.5 Résultats complémentaires

» Les protéines oxydées se trouvent dans la gamme de poids moléculaire correspondant
aux kératines mais il ne s’agit pas de kératines oxydées. En effet, aprés élimination des
kératines de I’extrait protéique, le profil des protéines oxydées ne change pas.

» Nous n’avons pas pu mettre en évidence une production de NO aprés irradiation que ce
soit en dosant les nitrates ou les nitrites.

3.6 Conclusions

» Dans nos conditions de culture, il semble qu’il n’y ait pas d’activation de la NOsynthase
inductible. Les effets induits par les radicaux libres semblent donc attribuables aux espéces
réactives de I’oxygene et non aux espéces réactives de I’azote. L’activation de la NOsynthase
inductible nécessite certaines conditions de culture, qui ne sont peut-&tre pas optimale dans
notre modele, telles que la présence de L-Arginine (Didier et al., 1999), la présence de
cytokines proinflammatoires ou une concentration importante de calcium (Romero-Graillet et
al., 1996).

» La combinaison des UVA et des UVB est modératrice notamment envers les CPD et les
SBC. Etant donné que la formation des SBC est liée aux Iésions de I’ADN (Young, 1987 ;
Bayerl et al., 1995), la moindre formation des SBC observée aprés UVA+B est probablement
liée a la diminution du nombre de CPD. A la différence de la protection offerte par la
mélanine, la protection induite par les UVA est probablement due & une augmentation de la
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réparation soit par activation ou stimulation de la synthése de facteurs impliqués dans la
réparation (PCNA,..), soit par augmentation de I’accessibilité a I’ADN des facteurs et des
enzymes de la réparation.

Ceci tend a démontrer que I’activation des facteurs de réparation, de degradation ou
inducteurs d’apoptose est dépendante de la longueur d’onde. Toutefois cette longueur d’onde
activatrice est probablement différente de celle induisant les leésions de ses cibles.

Des doses faibles d’irradiation UVA | induisent, chez les souris, un délai dans I’apparition des
tumeurs induites par les UVB (Bech-Thomsen et al.,1994), ce qui sous-entend un effet
protecteur des UVA face aux UVB.

» La présence de mélanocytes caucasoides, qui prévient la formation des CPD et permet le
maintien du rapport SOD/catalase, est un facteur prooxydant pour les protéines et les lipides.

Cet effet peut étre lié a la concentration plus importante en acides gras polyinsaturés des
mélanocytes et/ou a la présence de mélanine constitutive dans les épidermes reconstruits avec
des mélanocytes.

La peroxydation lipidique induit une diminution de la fluidité membranaire, donc
probablement une diminution du transfert des melanosomes des mélanocytes vers les
kératinocytes. Toutefois, cette lipoperoxydation va induire une rupture des membranes
lysosomales et libérer les peroxydases lysosomales (Pourzand et Tyrrell, 1999) qui peuvent
alors dégrader les protéines oxydées.

L’oxydation des protéines induit souvent une diminution de I’activite protéique. Par ailleurs,
la plupart des protéines oxydeées sont plus sensibles a la protéolyse que leur contrepartie non
oxydée mais jusqu’a un certain seuil (cf. p. 54 ; 2.2.3 : Réparation et dégradation des
protéines oxydees).

Il semble donc qu’une exposition ultraviolette avec une lampe présentant une bande
spectrale étroite ou avec une protection restreinte a un seul type d’UV soit plus néfaste
gu’une exposition spectrale totale.

Le réle du mélanocyte caucasoide est difficile a interpréter. Pour I’interpréter plus
précisément il faudrait pouvoir observer I’épiderme a plus long terme mais avec les doses
d’irradiations que nous utilisons, nous observons, 48 heures apres irradiation, une mortalité de
plus de 50 % et ceci quelque soit le type d’UV, ce qui fragilise les épidermes et les rend
difficilement analysables.

3.7 Article : Comparative study of UVB, UVA and UVA plus B

on Reconstructed Epidermis with and without Melanocytes :
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Importance of Melanin and Unsaturated Fatty Acids

concentrations in Epidermal Responses to UV
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3.8 Article : The reconstructed epidermis with melanocytes: a

new tool to study pigmentaion and photoprotection
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4 Le meélanocyte peut-il étre assimilé a un mélange

d’acides gras polyinsaturés et de mélanine

4.1 Arriéere-plan

Les résultats obtenus apres irradiations UVA, UVB et UVA+B ont montré, en présence de
mélanocytes, une augmentation des lésions radicalaires notamment pour les lipides et les
protéines.

Les mélanocytes possedent une plus grande concentration en acides gras insaturés que les
kératinocytes et sont donc plus sensibles a la lipoperoxydation. De plus, aprés initiation de la
lipoperoxydation, il y a une phase de propagation qui se traduit par la genése de radicaux
libres qui amplifient ainsi le stress oxydatif.

D’autre part ils possedent de la mélanine qui selon les conditions peut-étre pro ou
antioxydante (cf. p. 45 ; 2.1.1.3.4.3 : Roles de la mélanine).

Lors du transfert de mélanosomes, il y a transfert de mélanine et probablement de lipides
mélanosomiaux aux kératinocytes de I’unité épidermique de mélanisation qui rendent ces
kératinocytes plus sensibles au stress oxydatif.

4.2 But de I’étude

Le but de cette étude est d’évaluer I’importance des acides gras insaturés mélanocytaires dans
les réponses UV-induites aigués avec comme corollaire de valider I’hypothése que les acides
gras sont aussi importants que la mélanine dans les réeponses UV-induites.

En effet, une irradiation UVB aigué n’induit pas la mélanogenese dans les peaux de phototype
/111 (Barker et al., 1995). Donc, seule la mélanine constitutive pourra étre impliquée dans les
effets observés sur nos épidermes dans nos conditions d’irradiation.

Pour réaliser cette étude nous avons donc supplémenté le milieu de culture, des épidermes
reconstruits avec des kératinocytes, avec des acides gras polyinsaturés (PUFA).

4.3 Meéthodologie générale

Des épidermes ont été reconstruits avec des cellules provenant de donneurs de phototype 11/111
selon la technique de Pruniéras et al. (1979). L’importance des acides gras insaturés a été
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étudiée a partir d’épidermes reconstruits avec 100 % de keratinocytes placés, 48 heures avant
irradiation, dans des milieux de culture enrichis avec 7.10"> M d’acide linoléique et/ou 3.107
M d’acide arachidonique. Ces derniers ont été compares avec des épidermes reconstruits avec
100 % de kératinocytes ou 95 % de kératinocytes et 5 % de mélanocytes non supplémentaté
en acides gras.

Aprés 8 jours de culture a I’interface air/liquide, les épidermes reconstruits avec des
kératinocytes supplémentés ou non avec les acides gras polyinsaturés, et les épidermes
reconstruits avec des mélanocytes ont été irradiés avec une dose d’UVA (8 J.cm™) ou d’UVB
(0,15 J.cm™) ou UVA +B (8 J.cm™+ 0,15 J.cm™).

Les épidermes ont été étudiés avant irradiation et 24 heures aprés irradiation.
Les CPD ont été mis en évidence par immunohistochimie.

Les 8-0xodG ont été mises en évidence sur section grace a leur affinité pour I’avidine et ses
dérivés.

Les SBC ont été mises en évidence par coloration & I’hématoxyline-éosine.

Les protéines oxydées ont été mises en évidence par révélation des groupements carbonyles
grace a leur réaction avec la 2,4 dinitrophénylhydrazine.

L’oxydation des lipides membranaires, le taux de vitamine E et les activités superoxydase et
catalase ont été réalisées, en Italie, par le groupe du Dr Picardo.

4.4 Principaux résultats

> Le taux d’acides gras polyinsaturés membranaires augmente dans les épidermes témoins
supplémentés traduisant une incorporation des acides gras additionnels. Cette augmentation
de la concentration en PUFA est associée a une augmentation de la concentration en vitamine
E. Les concentrations en acides gras polyinsaturés et en vitamine E des épidermes
supplémentés sont comprises entre celles des épidermes reconstruits avec des kératinocytes et
celles des épidermes reconstruits avec des mélanocytes.

» Dans les conditions basales (sans irradiation), les épidermes reconstruits avec des
kératinocytes supplémentés en PUFA se comportent de facon similaire aux épidermes
reconstruits avec des mélanocytes.

» Apres irradiation aigué, les épidermes reconstruits avec des kératinocytes supplémentés
avec des PUFA ne se comportent pas complétement comme les épidermes reconstruits avec
des mélanocytes. En effet si les taux de lipoperoxydation et d’oxydation protéique ainsi que le
rapport SOD/catalase varient dans le méme sens pour les épidermes reconstitués avec des
kératinocytes supplémentés avec les PUFA que pour les épidermes reconstruits avec des
mélanocytes, ce n’est pas le cas pour la formation des CPD et des SBC.

De plus, la supplémentation en PUFA induit une forte augmentation du nombre de cellules
possédant des 8 oxodG et ceci dans toutes les couches de I’épiderme.
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4.5 Conclusions

» Dans les conditions basales (sans irradiation), la concentration en acides gras
polyinsaturés membranaires des épidermes reconstruits supplémentés en PUFA est inférieure
a ce ne que le laisse supposer la concentration en vitamine E. En effet, Avula et Fernandes
(1999) ont montré que chez la souris plus il y avait d’insaturation dans les lipides apportés par
I’alimentation, plus I’alimentation doit étre enrichie en vitamine E. Cette différence de
concentration en acide gras sous-entend qu’une partie des acides gras additionnels reste libre
dans le cytoplasme. Cette hypothése est renforcée par le fait que la technique de préparation
des échantillons ne permet de mesurer que le taux d’acides gras membranaires.

La différence dans le taux d’oxydation endogene protéique peut s’expliquer par un effet
compétiteur, aussi bien dans le cytoplasme que dans les membranes, des acides gras
additionnels libres ou membranaires, pour les radicaux libres endogenes qui sont
principalement produits par les mitochondries.

» Apres irradiation, les épidermes reconstruits avec des kératinocytes supplémentés avec
des PUFA et les épidermes reconstruits avec des mélanocytes, non supplémentés, se
comportent différemment notamment vis-a-vis de la formation des SBC (liées a
I’accumulation des lésions de I’ADN). En effet les SBC sont moins nombreuses dans les
épidermes reconstruits avec des mélanocytes.

Cette différence est probablement liée :

- alalocalisation des PUFA au sein de I’épiderme.
En effet, ils sont localisés dans toutes les couches des épidermes reconstruits avec des
kératinocytes supplémentés alors que seuls les mélanocytes et les kératinocytes basaux et
suprabasaux ayant recu des mélanosomes sont enrichis dans les epidermes reconstruits avec
des mélanocytes. Hattori et al. (1996) ont observé que la formation de 8-oxodG, apres
irradiation UVB, est en partie régulée par la peroxydation lipidique. De plus, les radicaux
libres induisent I’apoptose (Mates et al., 2000; Miyachi et al., 1983) mais le role de la 8oxodG
dans I’apoptose est controversé (Douki et al., 1999; Stewart et al., 1999).

- al’absence de mélanine.
La mélanine diminue le nombre de CPD (Kobayashi et al., 1998) et de 8-oxodG dans les
épidermes reconstruits avec des mélanocytes. En effet, I’intensité du marquage de la 8-oxodG
dans les épidermes reconstruits avec des mélanocytes n’est pas corrélée au taux de
lipoperoxydation alors que I’intensité du marquage et le nombre de cellules marquées sont
corrélées au taux de lipoperoxydation dans les épidermes reconstruits avec des kératinocytes
supplémentés avec des acides gras polyinsaturés.

Les acides gras mélanocytaires seraient responsables des oxydations lipidiques et protéiques

observées dans les épidermes reconstruits avec des mélanocytes.

La mélanine, quant-a elle, protégerait I’ADN aussi bien des effets directs que des oxydations.
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Dans les conditions basales (sans irradiation) le mélanocyte peut donc étre assimilé a un
complexe d’acides gras ce qui n’est pas le cas apres irradiation.

Dans les conditions de stress UV, le mélanocyte peut donc étre considéré comme un
complexe PUFA-mélanine.

4.6 Article : Influence of Polyunsaturated Fatty acids

concentration on Basal Epidermal Status And in Epidermal

Responses to UV : Comparative study on Non-Irradiated and

Irradiated Reconstructed Epidermis with or without

Melanocytes supplemented or not with PUFA

5 L’épiderme reconstruit est-il un bon modele pour

étudier les molécules photoprotectrices topigues et

systémiques

5.1 But de I’étude

Le developpement d’un modele d’expérimentation, le plus proche possible de la peau
humaine est nécessaire afin de permettre de tester les photoprotecteurs en alternative a
I’expérimentation animale.

Les effets des UVA, UVB et UVA+B sur les épidermes reconstruits étant extrapolables a
I’épiderme in vivo, le test de molécules anti-solaires d’effets connus en application topique ou
systémique est la derniére étape permettant de valider complétement le modele d’épiderme
reconstruit en photoprotection.

5.2 Meéthodologie générale

Des épidermes ont été reconstruits avec des cellules provenant de donneurs de phototype 11/111
selon la technique de Pruniéras et al. (1979).
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Au bout de 8 jours a I’interface air/liquide, les épidermes ont été soit :

» placés 20 minutes avant irradiation dans une solution alcoolique contenant soit :
0,5 a 2 % d’a-tocophérol
2 ou 5 % d’acide ascorbique
0,5 % d’a-tocophérol + 2 % d’acide ascorbique

2 % d’a-tocophérol + 5 % d’acide ascorbique

» traités en topique avec des crémes antisolaires de SPF 12, fournies par les laboratoires
Pierre Fabre, & raison de 2 mg.cm™.

Les crémes se répartissent comme tel :
un témoin qui correspond a I’excipient

un anti-UVB qui est composé de I’excipient + cinnamate

un anti-UVA/B avec un écran minéral composé de :
I’excipient + cinnamate + TiO; + 2 % ZnO
un anti-UVA/B avec un filtre chimique composé de :

I’excipient + cinnamate + TiO, + 2 % butylmethoxy-dibenzoylméthane

Les épidermes ont ensuite été irradiés avec une dose de 0,15 J.cm™d’UVB ou de 8 J.cm™
d’UVA ou avec une combinaison des deux.

Trois types de témoins ont éeté realiseés : non traités-non irradiés ; traités-non irradiés ; non
traités-irradiés.

Les analyses ont été réalisées 24 heures apres irradiation.
Les CPD ont été mis en évidence par immunohistochimie.
Les SBC ont été mises en évidence par coloration a I’hnématoxyline-éosine.

Les protéines oxydées ont été mises en évidence par révélation des groupements carbonyles
grace a leur réaction avec la 2,4 dinitrophénylhydrazine.

L’oxydation des lipides membranaires, le taux de vitamine E et les activités superoxydase et
catalase ont été réalisées, en Italie, par le groupe du Dr Picardo.
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5.3 Principaux résultats

» Les cremes solaires protegent efficacement de la formation des « sunburn cells » et des
CPD, notamment celle contenant le filtre chimique. Elles sont peu efficaces pour protéger des
oxydations protéiques et lipidiques et de la déplétion en antioxydants. L anti-UVB seul est
moins efficace que les formulations anti-UVA/B.

» Les antioxydants (vitamine E et C) protégent efficacement de la formation des
« sunburn cells » quelle que soit leur concentration. Par contre les antioxydants n’ont aucun
effet protecteur vis-a-vis des CPD. A faible concentration, I’a-tocophérol protége de
I’oxydation protéique, par contre, & forte concentration, il a plutdt un réle pro-oxydant sauf
s’il est combiné avec de I’acide ascorbique.

5.4 Résultats complémentaires

Les antioxydants, quelle que soit leur concentration, ne semblent pas inhiber ou augmenter de
fagon tres significative la formation des 8-oxodG.
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Figure 31 : Détection des 8-oxodG dans des épidermes reconstruits avec des
kératinocytes, 2 heures aprés irradiation UVB a) témoin, b) traité avec 2 % d’a-

tocophérol. (x 40)

5.5 Conclusions

Le modeéle d’épiderme reconstruit permet I’étude de molécules photoprotectrices systemiques
et de molécules a application topique. Cependant, il est plus adapté pour I’étude systémique
puisque I’application de 1 mg (dose 2 mg.cm™) de créme de facon uniforme et en milieu
stérile sur des épidermes de 0,5 cm? est relativement délicate.

De ce fait I’efficacité des cremes peut étre sous-estimée dans les analyses réalisées sur extraits
(oxydation des protéines, activité enzymatique, lipoperoxydation) car la qualité de
I’application n’est pas Vérifiable.

Cette étude démontre I’importance des radicaux libres dans I’induction des SBC,
puisqu’en présence d’antioxydants, les SBC sont absentes alors que le nombre de cellules
contenant des CPD est aussi important que dans les épidermes non traités. Ces résultats sont
cohérents avec les résultats obtenus lors de la supplémentation en acides gras des épidermes
reconstruits puisque I’augmentation de la concentration en acide gras induit une augmentation
des SBC sans augmenter le nombre de cellules contenant des CPD.

L’observation de I’effet des molécules anti-solaires révele qu’elles protegent de I’apoptose
sans protéger totalement I’ADN. L utilisation de molécules anti-solaires, en empéchant
I’apoptose, pourrait donc favoriser le développement de cancers cutanés comme le suggére
certaines études épidémiologiques (Weinstock, 1999, revue).

Au vu de ces résultats il semble important d’associer des antioxydants aux filtres chimiques et
écrans minéraux pour assurer la meilleure protection possible.

5.6 Article : Epidermal Reconstructs : A new tool to study topical

and systemic photoprotective molecules
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1- Conclusions

Les résultats obtenus permettent de confirmer I’intérét du modéle d’épiderme reconstruit :
pour I’étude des relations inter-cellulaires
pour le test de molécules actives photoprotectrices

pour I’étude de régimes alimentaires

Nos travaux sur le modéle d’épiderme reconstruit soulignent le bien-fondé de I’extrapolation
des résultats obtenus a I’épiderme in vivo, ce qui est en accord avec les conclusions de
Boelsma et al. (2000).

> Les points suivants ont eté confirmes:
Les UV induisent une diminution de I’activité catalase.

Les UV induisent une faible diminution de I’activité SOD.

Les UV induisent une déplétion en vitamine E.

Les UV induisent I’oxydation des protéines, de I’ADN et des lipides.

Les UVB induisent plus efficacement la formation de radicaux libres que les UVA.

Les UVB induisent des lésions directes de I’ADN.

L’induction des 6-4 PP et des CPD augmente avec la dose d’UVB.

Les CPD sont induits par des doses d’UVB plus faibles que celles induisant des 6-4PP.
Les 6-4PP sont réparés plus rapidement que les CPD.

Les radicaux libres n’induisent pas la formation de CPD.

Les radicaux libres induisent la formation de SBC.
La lipoperoxydation induit des 8oxodG.
Les 8oxodG sont réparés tres rapidement.

Les formulations (cinnamate + oxyde de titane + oxyde de zinc) et (cinnamate + oxyde de
titane + butylmethoxydibenzoylméthane) préviennent I’induction des CPD, des SBC et de
I’hyperplasie épidermique.
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» Nous n’avons pas confirmé que les UVA induisent des CPD

» Nous avons confirmé I’'importance de la composition de I’alimentation en acides gras
dans la réponse au stress oxydatif. En effet, les Iésions induites par le stress oxydatif
augmentent avec I’enrichissement de I’alimentation en acides gras polyinsaturés.

> Nous avons mis en évidence :

» I’importance du respect de I’équilibre métabolique dans les supplémentations. En effet
la supplémentation avec 2 % d’a-tocophérol seul induit un stress oxydatif, alors que combiné
a 5 % d’acide ascorbique (qui permet la réduction biochimique de I’a-tocophérol), il protége
du stress oxydatif.

» I’importance du spectre incident. En effet, les UVA ont un effet protecteur vis a vis de
I’induction par les UVB des CPD et des SBC.

» Nous avons mis en évidence, au sein de I’unité épidermique de mélanisation, un
équilibre « genése ROS & détoxication ROS »

» la présence de mélanocytes amplifie la lipoperoxydation et I’oxydation protéique mais
permet un maintien du rapport SOD/Cat d’ou une moindre accumulation de peroxyde
d’hydrogeéne.

» la formation de 8-oxodG dans la couche basale épidermique est moins importante que
ne le laisse supposer les taux d’oxydation lipidique et protéique.

=  Ces données suggerent que la mélanine ou ses précurseurs protégent I’ADN

par neutralisation des radicaux libres.

» Hypothése concernant le rdle de la mélanine

Les résultats rapportés dans la littérature sur le réle des mélanines (eu et phéo), de leurs
précurseurs et de leurs produits de dégradation, obtenus a partir de mélanocytes en culture,
cellules mélanomateuses, mélanines synthétiques et mélanines naturelles, sont contradictoires.
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Les conditions expérimentales (concentration en fer, pH, stress oxydatif), variables selon les
études, expliquent en partie cette contradiction (cf. p.45).

Les études avec de la mélanine synthétique ou naturelle montrent que, selon les conditions,
celle-ci peut étre anti- ou pro-oxydante.

Les études sur cellules, qui tiennent compte de toutes les molécules impliquées dans la
melanogenese, et qui pourraient mettre en évidence un effet global de ces molécules ne
tiennent pas compte de la concentration en acides gras polyinsaturés des membranes
mélanocytaires. Celles-ci sont également des cibles et des générateurs de radicaux libres. Ceci
peut introduire un biais dans les expériences, notamment celles comparant les cellules
provenant de phototypes variés, puisque la concentration en acide linoléique est inversement
corrélée avec le phototype (Bessou-Touya et al., 1998).

La comparaison des épidermes reconstruits avec des kératinocytes supplémentés en acide gras
et des épidermes reconstruits avec des mélanocytes suggere qu’au sein de I’unité
épidermique de mélanisation caucasoide, la mélanine et ses précurseurs ont un réle
globalement antioxydant apres irradiation UVB, UVA et UVA+B.

Kératinocytes Canmn ) Kératinocytes

+ b = 2 +
PUFA NGAL Mélanocytes
I "
- CPD >N CPD
7 80x0dG [ mort 1y 71 8 0x0dG
Oxvdat cellulaire
xydation :
ro¥[éi ue A2 Oxyql_atlon
p q protéique
ipoperoxydation ipoperoxydation
7 Li dati _ AA Li dati

Figure 32 : Représentation schématique de I’effet des acides gras et de la mélanine dans
les épidermes reconstruits avec des mélanocytes et les épidermes reconstruits avec des
keératinocytes supplémentés en acides gras insaturés par comparaison avec les épidermes

reconstruits avec des kératinocytes
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» En conclusion ces travaux ont permis de confirmer que le mélanocyte caucasoide au
sein de I’épiderme a un réle photoprotecteur

> La présence de mélanocytes entraine une diminution de I’apoptose, probablement via
la mélanine, qui par absorption des UV, semble diminuer le nombre de lésions de I’ADN
aussi bien des kératinocytes que des mélanocytes.

Ce r6le photoprotecteur de la mélanine envers les 6-4PP et CPD dans I’épiderme in situ a déja
été démontré (Kobayashi et al., 1998).

» Vis-a-vis des radicaux libres, la mélanine aurait un role réellement protecteur dans les
kératinocytes. Dans les mélanocytes, du fait de la forte concentration en acides gras
polyinsaturés qui, apres oxydation, peuvent générer des radicaux libres (cf. p. 41), elle ne
pourrait que limiter leur effet.

» La protection anti-apoptotique offerte par le mélanocyte ou I’application d’anti-
solaires est-elle bénéfique ou non ? Permet-elle de prévenir I’induction des cancers ?

Si I’on accepte I’hypothese que I’apoptose n’est induite qu’a partir d’un certain seuil de
Iésions de I’ADN et que I’apoptose prévient la formation de cellules pré-cancéreuses (Owen-
Schaub et al., ICP 2000; Ananthaswamy et al., 1999), une diminution du nombre de Iésions
juste en dessous du seuil peut étre considérée comme un facteur favorisant la survenue de
mutations.

Les écrans solaires et la mélanine qui permettent un abaissement du nombre de Iésions
pourraient donc étre considérés comme des facteurs favorisant la survenue de tumeurs.

On peut supposer que le nombre moindre de carcinomes chez les individus négroides provient
de la protection plus efficace de I’eumélanine. Cette derniére limite I’induction de ces Iésions,
car elle est répartie dans toutes les couches de I’épiderme (stratum corneum inclus) permettant
par absorption, de diminuer la quantité d’UV arrivant aux couches épineuse et basale. Elle
permet également une détoxication efficace des radicaux libres.

Par contre, on peut supposer que chez les individus caucasoides, du fait d’une moins grande
quantité de mélanine et d’une absence de melanine dans le stratum corneum, cette protection
est moins importante. Le nombre de Iésions de I’ADN aprés une faible exposition, chez les
individus caucasoides, pourrait étre tres peu inférieur au seuil induisant I’apoptose. La
répétition de faibles irradiations se traduirait par I’accumulation de mutations (cf. p.63) ce qui
expliquerait le nombre important de carcinomes chez les individus caucasoides. Par contre, le
nombre de lésions apres un coup de soleil serait suffisamment important pour induire
I’apoptose des kératinocytes. Les carcinomes seraient donc liés a de faibles irradiations
chroniques.
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Le mélanocyte aurait un réle « préventif de carcinomes » chez les individus de type négroide
alors qu’il serait « initiateur de carcinomes » chez les individus caucasoides et celtiques. Cette
hypothése est renforcée par le fait que les albinos développent des carcinomes cutanes.

Cette supposition permet egalement d’expliquer que le rapport mélanome / carcinome est plus
élevé chez les individus noirs du fait d’un moindre nombre de carcinomes.

Les patients atteints de vitiligo, quant a eux, ne développent que trés rarement des cancers
cutanés. Au vu de nos résultats, cette absence de tumeurs ne semble pas liée a I’absence de
mélanine. Les patients atteints de vitiligo présentent un déficit de I’activité catalasique
(Schallreuter et al., 1991), ils sont donc plus sensibles au stress oxydatif. Ces cellules
vitiligineuses, apres exposition, accumuleraient peut-étre de ce fait plus de Iésions de I’ADN
et donc le programme d’apoptose serait induit.

De plus les zones dépigmentées ne se situent pas forcément dans des zones fortement
exposées, I’absence de tumeurs dans ces zones pourrait donc étre également due a une non-
exposition.

Précedemment I’efficacité des écrans solaires était mesurée par la prévention de I’érytheme
(coup de soleil). Les écrans solaires étaient donc, classifiés en fonction du SPF qui est établi
en tenant compte de la dose minimale érythémateuse. La mise en cause des lésions de I’ADN
UV-induites en tant que lésions prémutagéniques a conduit a tester I’efficacité des écrans
solaires en terme de protection de I’ADN et a permis I’introduction d’un terme spécifique
DPF (DNA protection factor).

2- Perspectives

» Confirmation du réle antioxydant de la mélanine au sein de I’unité épidermique de
mélanisation

En principe, le r6le antioxydant de la mélanine au sein de I’unité épidermique de mélanisation
pourrait étre confirmé par un modéle d’épiderme reconstruit avec des cellules basales dont on
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ferait varier indépendamment le taux d’acides gras polyinsaturés (cibles des radicaux libres et
générateur de radicaux libres) et/ou le taux et le type de mélanine.

Toutefois, la comparaison de reconstructions chimériques utilisant des kératinocytes de méme
origine et des mélanocytes de phototypes différents ne permettrait pas de mieux apprécier
I’interaction mélanine-acides gras polyinsaturés. En effet, I’étude d’épidermes reconstruits de
phototypes variés a révelé que la concentration en acide linoléique dans I’épiderme est
corrélée négativement avec son phototype (Bessou-Touya et al., 1998). En conséquence, plus
les épidermes contiennent de mélanine moins ils possedent d’acides gras insaturés
membranaires.

De ce fait, la seule solution pour évaluer le réle de la mélanine vis-a-vis des radicaux libres
serait de modifier les conditions de culture des mélanocytes avant la reconstruction :

» soit en augmentant la concentration en acide arachidonique ou docosahexaénoique
pour faire varier la concentration en acide gras sans affecter la mélanogenése basale. L’acide
linoleéique ne peut pas étre utilisé car il inhibe la production UVB-induite de la mélanine dans
des cellules de mélanome (Ando et al., 1998).

» soit en faisant varier la concentration en cystéine, a-MSH, phosphotyrosine du milieu

de culture pour modifier la synthése de mélanine sans faire varier le profil en acides gras.

» Prévention du stress oxydatif

Les individus de faible phototype possedent un rapport SOD/Cat et un taux d’acides
linoléiques plus elevés que les individus de haut phototype. De ce fait les individus de faible
phototype sont beaucoup plus sensibles au stress oxydatif que les individus de phototype
élevé. On peut supposer que le faible taux d’acides gras insaturés et le faible rapport SOD/Cat
dans les phototypes élevés, resultent d’une adaptation de la peau au stress UV important sous
leurs latitudes d’origine. Ce faible rapport SOD/Cat peut également étre du a I’activité
catalase liée a la TRP-1 (Halaban et Moellmann, 1990)

Dans les reconstructions avec des kératinocytes de phototype I1/111, le taux d’acide linoléique
est hétérogene. Une corrélation positive peut étre observée entre le rapport SOD/Cat et le
pourcentage d’acide linoléique. (cf.

Graphe 2 : Corrélation entre le pourcentage d’acide linoléique et le rapport SOD/Cat dans
des épidermes reconstruits uniquement avec des kératinocytes, p. 207). Au sein d’un méme
phototype, tous les individus ne sont pas équivalents face au stress oxydant.

Cette corrélation n’est pas observée en présence de mélanocytes ou lors de la supplémentation
des épidermes reconstruits avec des acides gras polyinsaturés. Le régime alimentaire
n’expliquerait donc pas cette différence interindividuelle.
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Graphe 2 : Corrélation entre le pourcentage d’acide linoléique et le rapport SOD/Cat
dans des épidermes reconstruits uniquement avec des kératinocytes

Face au stress oxydant, il existe non seulement une inégalité ethnique mais également une
inégalité interindividuelle.

La prévention des cancers cutanés chez les sujets de type caucasoides ou celtiques vivant dans
des pays pour lesquels ils ne sont pas adaptés, par exemple la population australienne
d’origine celtique, pourrait en partie étre réalisée par un rééquilibrage des défenses
antioxydantes.

L application topique de SOD ou de catalase dans des créemes ou la supplémentation orale
sont difficilement envisageables d’une part du fait qu’il s’agit d’enzymes (pénétration,
stabilité, dégradation, dénaturation) et d’autre part du fait de la contrainte liée a ce type de
méthodes (quantite, fréquence).

Notre laboratoire envisage le développement d’un épiderme génétiquement modifié par
transduction des kératinocytes primaires par un vecteur rétroviral contenant I’ADNc codant
pour la SOD et/ou la catalase.

En paralléle un changement du régime alimentaire lipidique pourrait diminuer le stress
oxydatif (diminution de I’apport d’acides gras polyinsaturés).

Cependant, la transduction de la SOD et de la catalase ne permettra de protéger que des
Iésions oxydatives de I’ADN comme la 8-oxodG mais pas de la formation des CPD et des 6-4
PP. Pour prévenir ces lésions prémutagéniques (CPD, 6-4PP), il faudrait, de préférence,
envisager de stimuler la production de la mélanine et plus particulierement d’eumélanine par
transfert de I’ADNCc de la tyrosinase ou des TRP-1 et 2.
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Une autre voie envisageable serait la stimulation de la réparation de I’ADN qui pourrait étre
réalisée par transduction des kératinocytes par un vecteur contenant les ADNc de photolyase
puisque ces enzymes agissent beaucoup plus rapidement que celles impliquées dans la
réparation par excision de nucléotides ou de bases.

> Autres voies envisageables de protection de la peau

L’elucidation du mode de transfert des mélanosomes ainsi que du processus de dégradation et
d’élimination de la mélanine dans les kératinocytes pourrait permettre de développer de
nouvelles voies de protection.

En effet, la mélanine n’est présente que dans la basale et I’épineuse pour les Celtes, la basale,
I’épineuse et la granuleuse pour les caucasoides mais par contre elle est présente dans toutes
les couches épidermiques pour les négroides. Cette localisation traduit sGrement une
adaptation évolutive de la peau au climat. Si nous pouvions sur un épiderme reconstruit
caucasoide ou celte induire une distribution de la mélanine jusque dans le stratum corneum le
nombre de lésions de I’ADN serait probablement diminué, et la réparation serait peut-étre
stimulée (PCNA, cf. p.48).
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