N
N

N

HAL

open science

Contribution a I’étude du cycle de la cellule endothéliale
cornéenne humaine

Aurélien Pipparelli

» To cite this version:

Aurélien Pipparelli. Contribution & I’étude du cycle de la cellule endothéliale cornéenne humaine.
Médecine humaine et pathologie. Université Jean Monnet - Saint-Etienne, 2010. Francais.

2010STETO09T . tel-00677341

HAL Id: tel-00677341
https://theses.hal.science/tel-00677341
Submitted on 8 Mar 2012

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

NNT:


https://theses.hal.science/tel-00677341
https://hal.archives-ouvertes.fr

XSites biid ¢ >N\
Qe lle -. ,
( ~Jean g ( >
D M 0 n n et biclogie, ingénierie etimagerie

SAINT*ETIENNE delagreffe de Comes

UNIVERSITE JEAN MONNET DE SAINT-ETIENNE

FACULTE DE MEDECINE
Année 2010

THESE

Présentée pour I’obtention du titre de

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE JEAN MONNET

Discipline : Biologie Médecine Santé

Spécialité : Biologie Moléculaire et Cellulaire

CONTRIBUTION A ’ETUDE DU CYCLE DE LA
CELLULE ENDOTHELIALE CORNEENNE HUMAINE

Présentée et soutenue publiquement par

Aurélien PIPPARELLI
Le 20 octobre 2010

Directeur de these : Pr. Philippe GAIN
Co-directeur de thése : Pr. Gilles THURET

Membres du Jury :

Pr. Marc MURAINE (CHU Rouen) Rapporteur

Pr. Christophe CHIQUET (CHU Grenoble) Rapporteur

Pr. Philippe GAIN (CHU Saint-Etienne) Directeur de thése
Pr. Michel PEOC’H (CHU Saint-Etienne) Examinateur

Pr. Gilles THURET (CHU Saint-Etienne) Invité

Laboratoire “Biologie, ingénierie et imagerie de la Greffe de Cornée” (BiiGC), JE 2521, IFR 143
Faculté de Médecine
42023 Saint-Etienne Cedex 2




7

”Science sans conscience n'est que ruine de l'dme
Frangois Rabelais

Pantagruel (chapitre VIII, 1532)



REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier en premier lieu le Pr Philippe Gain, directeur de cette thése, pour
m’avoir accueilli dans son laboratoire. Je tiens également a lui exprimer toute ma
reconnaissance pour ces quatre années de thése que j’ai passées a ses cotés. Au cours de ces
années, sa grande disponibilité, sa rigueur scientifique, son exigence infinie pour la
perfection, son enthousiasme et ses précieux conseils m’ont permis de travailler dans les
meilleures conditions. La confiance qu’il m’a accordée ainsi que nos nombreuses discussions
m’ont permis de progresser et de mieux appréhender les différentes facettes du métier de
chercheur et d’Attaché de Recherche Clinique. Soyez assuré, Professeur, de toute mon estime

et de mon profond respect.

Je remercie le Pr Gilles Thuret, co-directeur de cette thése pour son aide et ses
précieux conseils scientifiques au cours de ces quatre années. Merci également pour son aide
a la rédaction de cette thése et des différents manuscrits. Sans lui je n’en serai pas la
aujourd’hui. Travailler avec lui a été une riche expérience et un réel plaisir, je serai ravi de

poursuivre cette collaboration débutée il y a quatre ans maintenant.

Jespére que cette thése sera un remerciement suffisant au soutien et a la confiance

sans cesse renouvelée dont tous les deux ont fait preuve a mon égard.

Je remercie également les autres membres du jury, le Pr Marc Muraine, le Pr
Christophe Chiquet et le Pr Michel Peoc’h de m’avoir accordé leur temps et leur attention en
jugeant ce travail et, tout particulierement et par avance, pour leurs suggestions avisées durant

la relecture de cette thése ainsi que pendant la soutenance.



SOMMAIRE

RESUME 8
ABSTRACT 9
TABLE DES ILLUSTRATIONS 10
LISTE DES ABREVIATIONS 13
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE ........ccccvvuiivuiiruicrniiiniisisseissssossorssssesssesssussssssssssssssssssssssssnsons 17
I. INTRODUCTION 18
Il. LE CYCLE CELLULAIRE 21
11.1. Les phases du CYCIE CEIIUIAINE ..uiiuuiiiiiiie ettt et e e e et e e e s tre e e enta e e esnseeeeensaeeeanns 22

1 O O I T (=T ] = 11 < I PSPPIt 23
e O 1= T o o = 1Y T 3 SRR 23

11.11.1.2. Le point de reStriCtion R.......iiicceieeiiiiee et eetee et e st e e ae e e s tte e e e tae e e sanaeeesnreeeessaeeennees 24

1 0 O T 1= T o] o = 1Y Y PSRRIt 25

1 0 0 O 1= T o] o = 1Y YN 7 PRSPt 25

10 R I 14 V1 o 1Y o TU I o] o = Y < PSS 25

1 R T - 1 o] = T = PRSPPIt 27
11.1.4. Cinétique du CYCle CEHUIAIME ...uuviiii et e e e e e e e e e abrere e e e e e ennnes 27

11.2. Contréle du cycle cellulaire par les kinases cyclines-dépendantes (CDK) ........ceeeeieeeeccieeeeiieeeesciieeens 29
11.2.1. Découverte et caractérisation des complexes CDKS/CycliNeS .......ccccevveevieiiiieeieeesiieecree e 29
11.2.2. DESCIIPLION AES CDKS ..eeiiiiiiiiiiiieee e e ettt e e e e e ettt e e e e e e ee ettt e e e e e seeantaeaeaeeseasantaeseaaseeassssaseeassessnnses 31
11.2.2.1. Structure €t FONCHION ...cocuviiiieeee e s e 32

11.2.2.2. Les CDKs clés impliquées dans la régulation du cycle cellulaire .........ccccevcveeeiciieeeccieee e, 34

1 T =T 01Vl 1] o 1T PURUPRROt 36
11.2.3.0. LS CYCHNES D ..ttt ettt e e e e et e e e e e e s e ettt e e e e e e eeesaabbaaeaaeseesnnsaaseeaeeeennses 37

100 30 A 1= Vo] T SR 38

11.2.3.3. Les CYClines MITOLIQUES ..ocuvviieeeiiee ettt e et e e e tr e e e eana e e e s ar e e e ennsaeeennnes 39
1 T Bt A 1= T oY T 11 Y PP UUURROE 39

10 T8 T = I ox Vo [ = PSR 40

11.2.4. Régulation des complexes CDKS/CYCIINES.......ccuiiiiiecieeieeeciee et eeeeestee et estee et e e ebaeeveesbaesneeens 42
11.2.4.1. ACtiVatioN d@S CDKS.....cccuiiiiiiiitieiieeeiit ettt ettt et e bttt e aee s sbe e e st e sbeeesneeeanee 42

11.2.4.2. Régulation par les CDK Kinase INhibitors ..........coiiiiiiiiiiie et e e e 44
11.2.4.2.1 La FamMille INKA.....oeoeeeee ettt st sttt e 45



11.2.4.2.2 L2 famille CIP/KIP.....ovoeeiirieeeeeieeet et 46

11.2.4.3. Régulation par phosphorylations ... e e e e e e 49
11.2.4.3.1 Phosphorylations actiVatriCes .....cuueeiiiieeeeiie ettt e e e e e e e s e e e s nreeeenes 49
11.2.4.3.2 Phosphorylations inhibitrices et déphosphorylation ..........ccccceeviiieeecciee e 50

a) Phosphorylations iNhibitriCes .........cueiiieiiii e e e 50

D) DEPNOSPROIYIALION ....coiciiiiiceee e ettt e et e e e et e e e e ta e e e e enteeeeearaeaan 51

11.2.4.4. Localisation spatio-te€mMPOrelle.........c.eeeeiiii i e 53
11.3. Régulation moléculaire du cycle CEHUIQINE ......ouiiii e e e e e e 54
11,30, LA traNSIION Go/ Gy veeereeeereeeeeeitreeeteeeeteeeeteeeteeeeteeestaeeeteeesteeeeseeesteeeesesenteeeasesenteeesesentesenresenseesseeens 54
11.3.2. L@ PrOZreSSION €N Gy uuuuuuuiiuiiiiie s s 56
11.3.3. La fin de Gy, préparation a 1a transition G1/S.......cceeecieiiiieiie ettt et ere e s sree s 58
11.3.4. Inhibition de la re-réplication pendant les autres phases du cycle ........ccooccviiieiiiieiciiiieeee e 59
11.3.5. LA tFrANSITION G1/S uviieueeiitieeeee et cetee et eeteeeeteeeete e e st e eeteeesteeeeteeesbeeeeseeenteeeesesetaeeseseteeenressseesnresans 60
LR BT I 1o g - 1Y T PSR 61
[T T - T o = 1= Y U URUPRROt 62

11.3.7. 1. GENBIAlITS ..ottt ettt et e b et e at e s bttt e b e e r e e e be e e nee e 62

11.3.7.2. Les transitions G,/M et prophase/métaphase.......c.ccccueeviieiieeiieesee e 64

11.3.7.3. Condensation des ChroMOSOMES ........cc.ieiieierieirieeere ettt 65

11.3.7.4. Le fUSEAU MItOTIQUE ...ttt ettt e e e e e et e e e e e e e et baaeeeeseesnbbaaeeaaeeennees 66

11.3.7.5. Controdle de I'attachement des chromatides aux microtubules............cccecvrenienienenncnen. 67

11.3.7.6. Contrdle de I'orientation du fuseau et transition anaphase/télophase ........c.cccceevuveennennee. 68

11.3.7.7. Séparation des chromatides et la transition métaphase/anaphase ........cccccoeveevvrevveecnnenne. 69

11.3.7.8. L CYLOKINESE ....uuiieieiee ettt ettt e e ettt e e e e e ettt e e e e e e s e e abbeaeeeaeesaantaaseaaeseesnsaeseaaeeeannnses 71

11.4. Un cycle de destruction prot@olytiQUE ......c.uueiiiuieeeeiiieeceieeeectee e etee e ereee e et e e e s tae e e saaaeeeseneeaesnsseeeanns 73
I1.5. Le controle de 'état de ADN........co ittt st st sb e e sat e e e naeees 76
11.6. SENESCENCE FEPIICATIVE ..uuvviiieeii ittt e e e et e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e ntbaeeeaesessansaaseeaeeeennses 79
|0 B 0= T =Tt <1 £ [ U< PSS 79
(LIS 00 0 Ve Yo [ToF: 1 o o We [ @11 PSR 79
I1l. CELLULES ENDOTHELIALES CORNEENNES HUMAINES NORMALES 82
11.1. Absence de ProlifEration iN VIVO ............coiooocciiieii ettt e e e e e e e et ra e e e e e e e e eraeaeeeaaeean 82
111.1.1. Diminution de la densité cellulaire endothéliale avec I’dge et les traumatismes..........ccccccuneee 83
111.1.2. Compensation de [a perte CEHUIQINe .......oooeeiie i e 85
I11.1.3. Perte de la fonction enNdoth@liale ..........cccoovieiiiiinienieeee e e 88
1| AR 07T o F- [l ) =13 o] fo] L1 =T = 1 1VZ=Y U PUR U UUPRN 89
111.2.1. Capacités prolifératives iNTriNSEQUES........cccuiieiiiieeecciie et e et e e e e st e e e stae e e s naeeeernneeeas 89
111.2.2. Travaux initiaux de Joyce : arrét en phase G; du cycle cellulaire........cccccovveeviieeecciie e, 92
111.2.3. DIiffErenCeS INTEI-ESPECES .....uvriiieieeiiciitieee e e e e eecrtee e e e e e eecitreeeeeeseesatteseeaeseesstaaaeaeeeeasasssaseeassessnnses 94
111.2.1. Différences selon I'age et la topographie centrale ou périphérique .........cccovvveeiieiiiiiiieeeeeecns 97



[11.2.1. 0. MOGEIES ©X VIVO eeeieeieiiireeeee e e ettt e e eeeettee e e e e e e estatbee e e e e eeesstbaaeeeeeeesstbaseaeeseesastreseeeeeeennnsns 97

11.2.2.2. MOEIES IN VILFO ..ttt ettt ettt et e bt e e st e s beeesneeeanee 99

111.2.1.3. Cellules endothéliales centrales versus pEriphériqUEs.........ccceevvveeeecieeeecceee e evee e 101
II1.2.1.3.0 TN VIVO ettt st st st r et ebe e s b e e n e n e e nesanesmeesreenne e 101

L R 0 1 o Y | 1 o TP PP PTRRTRI 102

T11.2.0.3.3 EX VIVO ettt ettt ettt e e e e ettt et e e e e e st bt et e e e e e s b ee e e e e e e e e e annraeeeeeeaan 103

111.3. Mécanismes contribuant a I'inhibition proliférative in Vivo ..........ccceeveeciiieccie e 108
111.3.1. LONGUEUN dES tEIOMEBIES .. ...eeetiiiieee e ettt ettt e e e et e e e e e e e et be e e e e e e e e abbaaeeeeeeesansaaaeeaaaeaan 108
111.3.2. FQCLEUIS 0@ CrOISSANCE ....eeiuiieriiiiiiieetie ettt ettt sttt st b e e bt e s b e e s bt e s b e e e bt e sbeeeseesanes 111
111.3.2.1. Implications de la PLC-y1, de PI3K et d& FAMPC ......cocviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 114
111.3.2.1.1 La phoSpholipase C-y1 : PLC-YL ...oiiiiiiieeniieiieesiiee st st steesireesveesareesseesneesbeesaneesns 114

111.3.2.1.2 La phosphatidylinositole 3-kinase : PIBK ........cccciiiiiiiieeeiie et 116

111.3.2.1.3 L'adénosine monophosphate cyclique : AMPC........cooeeiiiiiiiieeceecccieee e 117

111.3.2.2. PTP1B inhibe I'action de PEGF ........cooiiiiiiiiiiiieeeteeeet e 119

111.3.3. TGF-B2 inhibe I'entrée €N Phase S.......co oottt ettt 124
111.3.4. Inhibition de contact CellUles/CeIIUIES ........cueiiiieeiiieee e e 131
I11.3.5. Réles relatifs du TGF-B2 et de I'inhibition de contact..........coeeieeieiiiiiiiiieneeeeeeee e 135
111.3.6. Implication de ZO-1 €t ZONAB ? ...ttt e eecte e e e e e erbre e e e e e e e e s eabaaaeeeaeeeeansaaaeaaaaeean 137

1.4, SENESCENCE TS CE ..ottt ettt ettt e st e st e et e e s bt e s ab e e sabeesab e e sabeesabeesabeesabeesabeesaseenas 141
L @ T = Yot 1 £ T [ [ RR 141
LI 5 o 11 J T PP U PP PP SPTPPPPPO 142
111.4.3. Les CKls : acteurs majeurs de la sénescence réplicative des CE ........cccceeeeeeiciiiiieee e, 144
1.3, 1. P27 ettt ettt e e eee e 145
111.4.3.1.1 Un inhibiteur impliqué dans I'arrét de la prolifération .........ccccceeevieeeeeciee e, 145

111.4.3.1.2 Régulation de I'ubiquitination/dégradation de p27KIPl ............................................... 148

111.4.3.2. Des différences d’expression SEION 'AZE ......c.uveeivuieeeeiiie ettt eree e 154

111.4.3.3. Relance de la prolifération par inhibition de p21c")1 et p16'NK4;J ........................................ 157

111.5. Mécanismes de régulation de la prolifération des CE : tentative de synthése ..........cccccvvveeeeeennnns 159
PARTIE EXPERIMENTALE .......ccouuieiiiiiriiiniiniirisieiinissssssisasisssssssesssssssssssssssssssssssssnssnssnsasnss 168
I. OBJECTIF DE CETTE THESE 169
Il. ARTICLE 1 171
Cell cycle genes expression in adult human corneal endothelium..........cccoeeviiiiiiciie e, 171
I1l. ARTICLE 2 172

Original method for pan-corneal endothelial viability assessment. Application to precut endothelial grafts

DY Y8 DANK...eeiieeeee e e e e e e e e e e e e e e e e ————eeaeeeaaabbaaaaaaeeaaattareaaeeeaaatbaaeaaeeeaaanre 172

IV. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 173




BIBLIOGRAPHIE 175

ANNEXES .....ooeeieeiiiiieiieiiiiiiniescrasiasiesisestossnsssssssssnssssssssssssnssssssssssssssssssssssnsssssssssnssnsssssee 215
I. CURRICULUM VITAE 216
Il. LISTE DES PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS 222

I L PUBLICATIONS L. 222
11.2. COMMUNICATIONS ...ttt sttt ste sttt steesite e st e e sabeesabeesateesabeesabeesabeesabeesabeesaseesasaesaseesabeenaseesas 223
lll. ARTICLES 227
L L ARTICLE Lottt ettt ettt ht e st sat e st eesab e e s ateesateesabeesabeesabeesabeesabeenabeesabaesaseesabaesasaesas 228
Ex vivo Gene Electrotransfer to the Endothelium of Organ-Cultured Human Corneas .........cccccceeeeeeennnne 228
HL2  ARTICLE 2 ..o 241
Use of Poloxamers for Deswelling of Organ-Cultured COrneas........cccevcuveeeerciieeeccieeecieee e e eeeee e seveee s 241
L3 ARTICLE 3 ..ottt ettt sttt e st b e st e sat e e s ab e e sat e e sabeesabeesabeesabeesabeesabeesabeenabeesabaesabeesabaenasaesas 252

Adaptation des banques de cornées a la préparation et a I’évaluation des greffons cornéens adaptés aux

nouvelles techNiQUES A& Greffe ..o e e et e e et e e e eree e e snreeean 252
LA ARTICLE 4 ...ttt ettt st ettt e st sat e st e e sab e e s abeesateesabeesateesabeesabeesabeenabeesabaesaseesabeesasaesas 258
Starting the Zebrafish Pineal Circadian Clock with a Single Photic Transition..........ccccccoeeiiiiieeeieeccnneen. 258



RESUME

CONTRIBUTION A L’ETUDE DU CYCLE DE LA CELLULE ENDOTHELIALE
CORNEENNE HUMAINE

Les cellules endothéliales (CE), monocouche de cellules hexagonales jointives situées a la
face interne de la cornée, assurent la transparence de ce tissu essentiel a la vision. Peu avant la
naissance, ces CE perdent leur capacité proliférative en restant bloquées en phase G; du cycle
cellulaire. Le non remplacement des cellules mortes est responsable de certaines pathologies
cécitantes dont la cornea gutatta et les dystrophies bulleuses du pseudophaque sont les
prototypes et comptent parmi les premicres indications de greffe de cornée. Les mécanismes
moléculaires impliqués dans I’arrét de la prolifération de ces CE restent trés partiellement
expliqués. La premiere partie de cette thése a pour objectif d’identifier si des changements
d’expression transcriptionnelle des geénes régulateurs du cycle cellulaire interviennent au
cours de ’organoculture (OC) et de la culture in vitro, afin de définir au mieux les cibles
potentielles a inhiber ou celles a surexprimer pour re-déclencher une prolifération cellulaire
controlée. Pour la premiére fois, nous avons mis en évidence des profils transcriptionnels
variables en fonction de I’environnement des CE, avec une activation globale de 1’expression
des geénes en OC de routine et en culture primaire et 1’expression accrue de génes impliqués
dans I’arrét du cycle cellulaire en différents points comme DIRAS3, GADD45A, pl15 pl6,
pl8 et pl9 ou impliqués dans la régulation du cycle des CE comme le complexe
ubiquitine/protéasome (culines, APC...), laissant supposer que les freins antiprolifératifs sont
encore plus complexes. Dans la seconde partie, nous avons développé une méthode d’analyse
de la viabilité de I’endothélium pan-cornéenne afin d’évaluer au mieux la viabilité des cellules
endothéliales sur les greffons. Nous avons développé un outil innovant de mesure combinant
un triple marquage Hoechst/Ethidium/Calcéine AM a 1’analyse pan-endothéliale permettant
d’évaluer de définir la notion originale de densité en cellules viables d’une cornée. Cette
technique peut étre appliquée a I’analyse de n’importe quel procédé chirurgical ou non,

susceptible d’altérer directement ou indirectement 1’endothélium cornéen.

Mots Clés : Endothélium ; Cornée ; Humain ; Cycle cellulaire, Prolifération ; Viabilité cellulaire



ABSTRACT

CONTRIBUTION TO THE STUDY OF THE CYCLE OF HUMAN CORNEAL
ENDOTHELIAL CELL

Corneal endothelial cells (EC) form a monolayer of hexagonal contiguous cells located at the
inner surface of the cornea and are responsible for maintenance of its transparency, and
therefore essential for vision. Just before birth, they lose their proliferative capacity and
remain blocked in the G, phase of the cell cycle. The absence of cell replacement by mitosis
induces is responsible for certain blinding diseases such as cornea gutatta and pseudophakic
bullous keratopathy, two prototype endothelial diseases that are among the first indications of
corneal graft. The molecular mechanisms involved in the non-proliferation of EC remain only
partially explained. The first part of this thesis aimed to identify whether changes in
transcriptional expression of cell cycle regulators genes occurred during organ culture (OC)
and during in vitro culture, in order to better define the potential targets to inhibit or to
overexpress necessary to trigger a controlled cell proliferation. For the first time we have
highlighted variable transcriptional profiles depending on endothelial environment, with a
global activation of gene expression in routine OC and in primary cultures, especially with an
increased expression of genes involved in cell cycle arrest at different points like DIRAS3,
GADDA45, pl5 pl6, p18 and p19 or involved in cycle regulation as the ubiquitin/proteasome
complex (Culines, APC ...), suggesting that the antiproliferative brakes are even more
complex than previously reported. In a second part we developed an original method of pan-
corneal endothelial viability assessment. This innovative measurement tool combines a triple
Hoechst/Ethidium/Calcein-AM labeling with a pan-endothelial image analysis allowing to
define the new concept of viable endothelial cell density, that represent the real viable cell
pool of a cornea. This technique can be applied to the analysis of any procedure (surgical or

not), likely to directly or indirectly alter the corneal endothelium.

Keywords: Endothelium; Cornea; Human; Cell cycle; Proliferation; Cell viability
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I. INTRODUCTION

L’endothélium cornéen est 1’objet de toutes les attentions de la part des
ophtalmologistes depuis 150 ans, aprés que Theodor Leber (1840-1917) ait clairement
démontré en 1873 son rdle clé dans la physiologie cornéenne. Couche cellulaire apparemment
simple, au moins dans son aspect, sa fonction dans le maintien de la transparence est aussi
importante dans la performance globale du systeme visuel que peut I’étre la rétine pourtant
hautement complexe et différenciée. Cependant son observation en clinique est restée trés
longtemps difficile ou impossible et son implication dans différentes pathologies longtemps
méconnue. Ainsi, lorsqu’en 1910 Ernst Fuchs (1851-1955) a décrit la dystrophie cornéenne
oedémateuse qui portera son nom, il n’a pas saisi que le primum movens était endothélial. Une
évolution décisive a été¢ apportée par Alfred Vogt (1879-1943) en 1920 avec la premiere
description de I’observation de I’endothélium au biomicroscope par 1’éclairage spéculaire, ou
I’image des cellules se refléte sur ’interface avec I’humeur aqueuse. La vulnérabilit¢ de
I’endothélium, affecté par de nombreux processus pathologiques différents et avec des
possibilité de cicatrisation rapidement dépassées, a été rapidement reconnue témoignant déja
du statut non prolifératif des cellules endothéliales (CE) [1]. Cette particularité est au centre

de notre travail de These.

La prise en charge des pathologies endothéliales cornéennes comporte deux volets : le
diagnostic et le traitement lui méme. Le diagnostic fait appel a I’observation au
biomicroscope et au microscope spéculaire qui permet de déterminer la densité cellulaire
endothéliale, les parametres de régularité de taille (polymégéthisme) et de forme
(polymorphisme) qui fournissent des indications sur le type de pathologie, son ancienneté, et
la longévité prévisible de la transparence cornéenne. La mise en évidence d’images
particulieres (apparaissant le plus souvent noire en spéculaire, les « dark spots ») peut étre
pathognomoniques de certaines pathologies: dystrophie endothéliale de Fuchs
principalement, plus exceptionnellement dystrophie polymorphe postérieure. Enfin, lorsque la
transparence cornéenne est altérée, la microscopie confocale in vivo peut fournir des images
de I’endothélium assez similaire a celle d’un spéculaire. L’absence de traitement étiologique
des dystrophies endothéliales refléte notre ignorance des mécanismes primaires de ces
affections. Jusqu’a présent le traitement curatif unique de cet ensemble de pathologies est la
greffe de cornée qui apporte un endothélium sain. Depuis plus d’un siecle la greffe de cornée
consiste a remplacer la totalit¢ de I1’épaisseur cornéenne (greffe dite perforante ou

transfixiante). L’explosion récente des greffes endothéliales de tout type dont le principe
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chirurgical avait été décrit par Charles Tillett en 1954 au Wilmer Eye institute (Baltimore
USA) et dont les développements actuels ont été popularisés par Gerrit Melles a partir de
1998 (Rotterdam, Pays Bas), Mark Gorovoy (Fort Myers, Florida), Marc Terry (Devers Eye
Institute, Portland, USA), et Francis Price (Indianapolis, USA) apporte en regain d’intérét
pour I’endothélium cornéen. L’avenir de la greffe de cornée parait bien engagé dans le
remplacement sélectif du tissu pathologique en préservant le reste de la structure cornéenne
saine. Par contre, il est fort a parier que 1’origine du greffon va évoluer : actuellement issue de
la découpe d’une cornée de donneur, les progres lents mais constant du « bioengineering »
endothélial devrait pouvoir fournir des endothéliums allogéniques bioartificiels constitués de
culture de cellules endothéliales sur un support transparent permettant son insertion dans 1’ceil
du receveur. A coté de ces greffes endothéliales les greffes perforantes conservent toutes leurs
lettres de noblesse pour de nombreuses situations. Elle reste également la technique de

référence pour les nombreux centres qui n’ont pas acces a la chirurgie lamellaire.

La compréhension des mécanismes qui régissent la non-prolifération des CE humaines
est donc un prérequis nécessaire a I’optimisation des conditions de conservation des greffons
cornéens, a la culture de masse des cellules et probablement ¢galement aussi au traitement in
vivo des stades précoces des pathologies endothéliales. Savoir déclencher et controler une
prolifération permettrait d’une part d’améliorer I’endothélium des greffons de pleine épaisseur
pour les kératoplasties perforantes et les greffons endothéliaux (plus de greffons disponibles
et des greffons de meilleure qualité), de développer sans limite des greffons endothéliaux par
bio-ingénierie tissulaire et d’autre part de favoriser in vivo 1’augmentation de la densité
cellulaire endothéliale. Il s’agit donc d’un des objectifs majeurs du laboratoire Biologie,
ingénierie et imagerie de la Greffe de Cornée (BiiGC). Nous explorons, par plusieurs
méthodes biologiques complémentaires, les genes et les protéines qui contrélent le cycle
cellulaire, c’est-a-dire la machinerie qui bloque la capacité proliférative de ces cellules tres
différenciées. Lorsque nous aurons compris le fonctionnement des freins, nous pourrons

proposer des méthodes pour les supprimer.

La premicere partie de cette thése constitue une synthése bibliographique d’une part des
mécanismes généraux de contrdles du cycle cellulaire chez les mammiferes et d’autre part des
mécanismes spécifiques impliqués dans [’inhibition de la prolifération des cellules
endothéliales cornéennes humaines. Seules trois équipes ont une production scientifique
significative sur ce sujet : le laboratoire de NC Joyce au Schepens Eye Reserach Institute de

Boston, USA ; le laboratoire de EP Kay au Doheny Eye Institute de Los Angeles ; et le
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laboratoire de TY Kim au Département d’Ophtalmologie de I’Université de Kon Yang a
Séoul, Corée. Leurs travaux sont résumés et intégrés dans un schéma d’ensemble des

connaissances actuelles.
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Il. LE CYCLE CELLULAIRE

Jusqu’au XIX™ siécle, les scientifiques n’avaient qu’une vague idée des éléments
constituant les étres vivants et de la facon dont ceux-ci pouvaient se développer et croitre. En
1665, I’ Anglais Robert Hooke avait bien décrit les unités microscopiques qu’il discernait. Il
les nomma cellules, du latin cellula (petite chambre). A la fin des années 1830, deux
Allemands, le botaniste Matthias Schleiden (1804—1881), puis le zoologiste Théodor
Schwann (1810-1882), ont proposé la « théorie cellulaire » faisant de la cellule 1’unité de
base de tout organisme vivant. En 1858, I’Allemand Rudolf Virchow (1821-1902) a complété
cette théorie en formulant le célébre axiome en 1826 : « omni cellula e cellula » (toute cellule
provient d’une cellule) conduisant au concept de multiplication cellulaire par division. L’ceuf
issu de la fécondation d’une cellule sexuelle femelle par un gameéte male, et qui donne
naissance a un embryon a partir duquel se construit, division aprés division, un organisme

éme

aussi complexe que I’homme, est devenu, a la fin du XIX™™ siecle, le symbole de ce
processus vital.

La division cellulaire est le processus fondamental par lequel une cellule-mere donne
deux cellules-filles identiques entre elles et a la cellule dont elles dérivent. C’est un processus
essentiel au développement embryonnaire, bien entendu, mais également vital pendant toute
la vie de I’organisme adulte. Ainsi, I'étre humain adulte est constitu¢ d’environ 10 000
milliards de cellules provenant toutes, par divisions cellulaires successives, d’une cellule
initiale, le zygote. La division cellulaire a été découverte il y a plus de 150 ans, et a fait ’objet
de tres nombreuses études en raison de son caracteére fondamental pour toute vie. En revanche
sa régulation intracellulaire n’est connue que depuis quelques décennies, grace aux travaux
entrepris sur des modeles biologiques aussi variés que les levures, les embryons d’oursin, les
ovocytes d’étoile de mer et d’amphibiens ou les cellules de mammiféres en culture. En effet
I’extréme conservation des génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire a permis des
¢tudes croisées et des échanges d’outils moléculaires. La complémentarité¢ d’approche et la
convergence des résultats ont finalement abouti a 1’établissement d’un modele général de
controle intracellulaire de la division. Tous ces travaux ont été couronnés par I’attribution en
Octobre 2001 du Prix Nobel de Physiologie et de Médecine a trois acteurs essentiels du
décryptage des mécanismes régulant le cycle cellulaire, les Britanniques Tim Hunt et Paul
Nurse, et I’ Américain Leyland Hartwell.

Ce mécanisme de division cellulaire est extrémement complexe et est régulé par un

grand nombre de protéines intervenant trés transitoirement et dans un ordre précis, permettant
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ainsi la succession précise des différentes étapes du cycle cellulaire. Ce mécanisme est
hautement conservé a travers 1'évolution et opérent de la méme maniére chez tous les
organismes eucaryotes.

Nous nous proposons dans cette partie, de décrire les principaux aspects fondamentaux

qui régissent la progression du cycle cellulaire chez les étres vivants.

I.1. Les phases du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est un événement universel permettant la division des cellules et
ainsi, participe a la croissance et au développement des organismes vivants [2]. Les
eucaryotes, de la levure a ’homme, ont des cycles de division cellulaire similaires. Le cycle
cellulaire est constitué¢ d’ensembles d’événements moléculaires et cellulaires orchestrés dans
le temps et 1’espace et qui doivent se réaliser suivant un ordre chronologique précis. Il permet
ainsi le maintien d’une information génétique constante en quantité et en qualité au niveau des
chromosomes malgré la duplication des cellules de génération en génération.

Chez les Eucaryotes, le cycle cellulaire est divisé en deux grandes étapes : I’interphase
(I), phase de croissance cellulaire continue ou les chromosomes ne sont pas visibles, et la
mitose (M) (du mot grec Mito qui signifie « filet ») ou les chromosomes, visibles et
condensés, ségrégent pour donner deux cellules filles identiques. L’interphase est
classiquement subdivisée en trois phases : Gy, S et G, (Figure 1) [3, 4]. Méme si des mod¢les
descriptifs différents ont été proposés (modele a 12 phases de Darzynkievicz [5] et modéle a 2
phases de Smith [6]), le modele commun du cycle cellulaire est celui d’un cycle en quatre
phases de Howard [7] : Gy, S, G, et M qui se succédent dans un ordre immuable. Au cours de
I’interphase, le noyau de la cellule est limité par une enveloppe nucléaire, alors que la mitose

est caractérisée par la disparition de cette enveloppe et par I’apparition des chromosomes.

Ces phases se retrouvent dans la plupart des divisions cellulaires, a 1’exception des
premicres divisions embryonnaires chez la Drosophile ou le Xénope, caractérisées par une
succession rapide de phases S et M. Les quatre phases s’enchainent de fagon coordonnée,
chaque phase ne pouvant commencer que lorsque la précédente s’est déroulée correctement.
De nombreux mécanismes de contrdle (« checkpoints ») assurent une sorte de « controle
qualit¢ » a chaque étape et bloquent le déroulement du cycle lorsqu’une anomalie
(endommagement de I’ADN, ADN non complétement répliqué, chromosomes non attachés au

fuseau mitotique par exemple) est détectée [8, 9].
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Figure 1 : Les phases et les éléments majeurs du cycle de division cellulaire.

Sous I’effet de signaux mitogeénes, les cellules entament un cycle de division. L’interphase, constituée des phases Gy, S et G,,
permet a la cellule de répliquer son ADN et de dupliquer ses chromosomes afin de préparer 1’étape de la mitose. Lorsque les
cellules ne se divisent pas, elles sont dites en quiescence ou en phase Gy. (NEBD : « Nuclear Envelope BreakDown »)

Chez les Eucaryotes, I’interphase est subdivisée en trois phases : Gy, S et Gy.
1.1.1.1. La phase G/

La phase G; (pour Gap 1, jonction 1), de durée variable, est définie comme la premiere
phase traversée par la cellule aprés la division cellulaire. Par définition stricto sensu elle
succede a la division cellulaire et précede la phase S. La phase G; est une phase au cours de
laquelle la cellule choisit de proliférer, d’attendre ou de se différencier. Deux facteurs jouent
un rdle prépondérant sur le comportement de la cellule lors de cette phase : la croissance et les
facteurs environnementaux et physiologiques (disponibilité en nutriments, mitogenes,
hormones, augmentation de masse cellulaire, lumic¢re pour les cellules végétales). La
croissance cellulaire est I’ensemble des mécanismes permettant a la cellule nouvellement née
de gagner « une taille et un poids normal ». L’environnement de la cellule est primordial car
c’est lui qui poussera ou non, par la balance entre facteurs de croissance et facteurs de
différenciation, la cellule a se diviser. Ces facteurs n’influencent la cellule que pendant une

période définie de la phase G, de telle sorte que lorsque les conditions sont favorables, la
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cellule s’engage irréversiblement dans le cycle de division. La perte de sensibilité aux facteurs
environnementaux ainsi que l’irréversibilité de « I’induction » de la cellule dans la phase de
synthése de I’ADN définie le point de restriction R chez les eucaryotes supérieurs [10, 11] et
point de transition START chez les levures [12]. Au-dela de cette transition, la cellule acheve
son cycle cellulaire indépendamment des facteurs exogenes [13]. L’identification des

mécanismes moléculaires correspondant au point R est un sujet d’actualité.
11.1.1.2. Le point de restriction R

Une cellule ne peut entrer en cycle que sous I’effet de facteurs stimulateurs appelés
mitogenes. Pendant la phase Gy, la cellule décide si elle continue a progresser dans le cycle
cellulaire, ce qui aboutira a la division cellulaire, ou si elle quitte le cycle et entre alors dans
un état de quiescence (Gy) ou de différenciation. Les mécanismes qui contrdlent la croissance
cellulaire et la différenciation dans les organismes multicellulaires semblent donc liés a la

machinerie du cycle cellulaire présente en phase Gj.

Dés 1971, Temin a montré que des cellules de poulet deviennent indépendantes des
signaux mitogenes extérieurs plusieurs heures avant d’entrer en phase S [14]. Cette notion a
¢été reprise et développée plus tard par Pardee qui a introduit le terme de point de restriction
(R) [10]. R est le moment de G apres lequel les cellules peuvent proliférer indépendamment

des stimuli extérieurs.

La progression en début de phase G, des cellules qui sortent de mitose (cellules dites
postmitotiques, pm) est rapidement interrompue si on enléve les facteurs de croissance du
milieu de culture ou si on inhibe la synthése protéique [15]. Néanmoins, au-dela d’un certain
temps apres la mitose (qui différe selon le type de cellule, fibroblastique ou épithéliale par
exemple) les cellules ne s’arrétent plus, méme si les facteurs mitogeénes sont retirés du milieu,
mais avancent et effectuent un cycle complet. On distingue donc les cellules dites G;-pm
(cellules postmitotiques arrétées par la privation en facteurs de croissance) et les cellules dites
Gi-ps (préphase S) qui sont capables d’initier une réplication de I’ADN en absence de
facteurs mitogenes. La transition qui fait passer une cellule de la phase G1-pm a la phase G1-
ps correspond au terme anglo-saxon commitment : c’est 1’engagement irréversible de la
cellule vers un cycle chromosomique complet. Cette transition correspond au point R dit de

restriction.
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1.1.1.3. La phase S

La phase S est la phase de synthése de I’ADN (réplication des chromosomes a
I’identique). Le brin nouvellement synthétisé est exactement complémentaire a la matrice. Sa
durée, peu variable, est principalement dépendante de la quantité d’ADN a répliquer et du
nombre de sites de réplication actifs en paralléle. Ainsi observe-t-on une durée de phase S
plus longue dans le cas de cellules polyploides (possédant du matériel chromosomique en
exces). La synthése de I’ADN est coordonnée avec celle des histones : les ARNm des histones
sont synthétisés au cours de la phase S puis détruits immédiatement apres la réplication. Cette

phase ce caractérise par I’arrét de la synthese des autres ARN.
11.1.1.4. La phase G»

La phase G, (pour gap 2) est une phase courte, d’une durée de 4 a 5 heures, débutant
des que la réplication de I’ADN est achevée. La cellule contient le double de la quantité
habituelle d’ADN : c’est une cellule tétraploide. 11 s’agit d’une phase de « sécurité » au cours
de laquelle la cellule a le temps de réparer d’éventuelles erreurs commises lors de la
réplication de son ADN. Cette étape de transition permet a la cellule de se préparer a la
division mitotique (augmentation de la masse cellulaire, synthése des éléments nécessaires a
la mitose). Un certain nombre de facteurs sont synthétisés en particulier les facteurs de
condensation des chromosomes ou protéines SMC (« Structural Maintenance of
Chromosomes »). Les protéines SMC rappellent, par leur structure, celle de la kinésine et de
la myosine. Il s’agit de protéines mécano-chimiques de la chromatine (protéines motrices de
la chromatine). L’activité d’un tel moteur provoque 1’enroulement de la chromatine et permet
sa condensation. Au cours de cette phase, il se produit aussi des phosphorylations des histones

HI, qui interviendraient également dans la condensation des chromosomes.

Il s’agit de la phase durant laquelle la cellule réalise sa division en deux cellules filles.
Elle est classiquement découpée en cinq périodes : prophase, terminée par la rupture de
I’enveloppe nucléaire (NEBD, « Nuclear Envelope Breakdown »); prométaphase ;
métaphase ; anaphase et télophase. Brievement, au cours de la mitose I’enveloppe nucléaire se
désagrege, les chromosomes se condensent et deviennent visibles sous la forme d’entités
indépendantes (prophase). Les deux organisateurs des microtubules, ou corps polaires, se
déplacent pour se retrouver chacun d’un c6té du noyau. Des faisceaux de microtubules se

développent a partir des corps polaires pour former le fuseau mitotique. Quelques-uns de ces
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microtubules s’attachent aux kinétochores des chromosomes qui, ainsi attachés, s’alignent
alors sur la plaque métaphasique dans un plan situé a mi-chemin entre les corps polaires
(prométaphase et métaphase). Lorsque tous les kinétochores sont attachés aux microtubules et
alignés sur la plaque métaphasique, un signal est donné et I’anaphase débute. Les
chromosomes commencent a se déplacer vers les pdles qui s’¢éloignent par ailleurs I'un de
I’autre. Les chromosomes regroupés aux poles cellulaires forment une masse compacte
hyperchromatique. La reconstruction du noyau commence : 1’enveloppe nucléaire se reforme
(télophase). La cytokineése acheéve la division de la cellule produisant deux cellules filles. A
travers ce mécanisme, les deux cellules filles sont dotées des mémes chromosomes que ceux
de la cellule mére. Apres la division, les cellules retournent en phase G; terminant ainsi le
cycle cellulaire. Cette succession de phases est caractéristique de tous les eucaryotes (Figure

2).

Mitose

Transition métaphase 2 Anaphase

Interphase Prophase Prométaphase Meétaphase i Anaphase Télophase Cytodiérése

e

If’l 3 \‘D’ ” ~ ~I \
@ -~ - - - @)
\\._ f S o g L - e _ i

/" “a\
N
)

N

Interphase

L |
1 1

Reéplication de ’ADN
Figure 2 : Evénements mitotiques.
La mitose étape de division cellulaire, est caractérisée par la condensation de I’ADN en chromosomes, la destruction de
I’enveloppe nucléaire, la mise en place du fuseau mitotique pour permettre la ségrégation des chromosomes, et par la scission
de la cellule en deux cellules filles identiques.
(Modifié d’apreés Alberts et al., 1994 [16])
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On désigne généralement par Gy, la phase de quiescence survenant dans certaines
conditions lors de la phase G;. Sous I’effet de signaux anti-mitogeénes ou suite a la disparition
des agents mitogenes, les cellules peuvent quitter le cycle cellulaire et retourner en phase de
quiescence Go. La phase Gy est observée in vitro lorsque les facteurs de croissance sont
supprimés du milieu de culture mais son existence est toujours contestée, certains préférant
parler de « cellules arrétées apres suppression de sérum avec un contenu en ADN de phase G
» [17]. Plus rarement, une phase Gy est observée en G,. Il s’agit de cas particuliers lorsque la
phase G; est plus longue chez certains types cellulaires du systéme immunitaire comme les
lymphocytes. Notons qu’il n’existe pas de marqueur précis de la phase Gp méme si la statine,

une protéine nucléaire de 57 kDa, a été proposée et est utilisée a cet effet [18, 19, 20].

La durée d’un cycle est trés variable selon le type de cellule et ’organisme (chez I'homme, il
existe plus de 200 types cellulaires). Les variations les plus importantes concernent la phase
Gj. La durée d’un cycle est de huit minutes pour une cellule embryonnaire de drosophile et de
24 h pour une cellule somatique de mammifere. Chez la plupart des cellules de mammifere,

un cycle dure entre 10 et 30 heures (Tableau 1).

Il est généralement admis que les phases S, G, et M possedent des durées fixes dans
les cellules normales. Seule la durée de la phase G, est trés variable (e.g. 6,5 heures dans les
fibroblastes humains in vitro et 33 heures dans I’épithélium rectal humain in vivo) [21, 22].
Dans le cas de cellules cancéreuses, les cinétiques sont beaucoup plus variables et peuvent
étre proches de la normale (carcinome épidermoide humain) ou trés différentes (carcinome

basocellulaire avec une phase G,/M trés longue).
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Tableau 1: Durées des phases du cycle cellulaire in vitro et in vivo de quelques types cellulaires différents.

La phase M est généralement considérée comme possédant une durée fixe del a 3 heures suivant les espéces.

(D’apres Wright et al., 1984 [21] et Baserga R, 1985 [22]).

Type cellulaire

Durée du cycle cellulaire

Durée des phases du cycle

(h) cellulaire (h)
G1 S G2/M
In vitro
Fibroblastes humains 18,0 6,5 7,5 4,0
Hela S3 21,0 8,0 9,5 3,5
3T3 19,0 8,0 7,0 4,0
In vivo
Homme
Epithélium de colon 25,0 9,0 14,0 2,0
Epithélium rectal 48,0 33,0 10,0 5,0
Epithélium stomacal 24,0 9,0 12,0 3,0
Cellules de la moelle 18,0 2,0 12,0 4,0
osseuse
Carcinome 67,0 36,0 19,0 12,0
basocellulaire
Carcinome épidermoide 24,0 9,0 11,0 4,0
Souris
Epithélium de colon 19,0 9,0 8,0 2,0
Cellules des alvéoles 71,0 45,0 22,0 4,0

pulmonaires
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I.2. Contréle du cycle cellulaire par les kinases cyclines-dépendantes (CDK)

La machine de controle du cycle cellulaire eucaryote est composée de complexes de
protéines qui sont activés dans un ordre précis et qui déclenchent I’initialisation d’événements
spécifiques, comme la réplication de I’ADN, la destruction de I’enveloppe nucléaire, la

formation des fuseaux achromatiques et la ségrégation chromosomique [23].

Il existe des boucles de controle en rétroaction positive et négative reliant des
récepteurs de signaux de prolifération et des protéines impliquées dans [’adhérence
(intégrines, cadhérines), la transmission en cascades de signaux basés sur 1’action de kinases
et de phosphatases cytoplasmiques, des protéines de la famille des protéines poches (pocket
proteins : pRb, p107 et p130), des cyclines, des kinases dépendantes de cyclines (CDKs), des
protéines inhibitrices de CDK (CKIs), des facteurs de transcription (e. g. famille des E2Fs),
des facteurs de régulation de la traduction et finalement les génes eux-mémes [23, 24]. Cette
machinerie protéique est sujette a un contrdle précis qui assure que chaque événement est

correctement réalisé dans une séquence ordonnée [25].

Méme si les aspects morphologiques du cycle cellulaire étaient connus depuis
longtemps, les événements moléculaires qui orchestrent et coordonnent les différentes phases
n’ont été¢ identifiés qu’a partir des années 70. L’idée que des déterminants moléculaires
permettent d’induire certains événements et d’informer la cellule sur sa position dans le cycle
cellulaire résulte de travaux réalisés avec des fusions de cellules [26-28]. Une premicre étude
menée sur des ovocytes d’Amphibiens permit I’identification du MPF ou « Maturation
Promoting Factor » [29, 30]. Une autre était centrée sur des cribles génétiques chez les
levures Saccharomyces cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe et conduisit a 1’isolement

du géne cdc?2 (« cell division cycle ».

Le MPF est une activité enzymatique présente dans le cytoplasme et capable d’induire
I’entrée en méiose ou en mitose lorsqu’elle est micro-injectée respectivement dans un ovocyte
ou une cellule. Cette activit¢ MPF a ét¢ mise en évidence dans les ovocytes de différentes
especes [31-33], mais également dans des cellules d’embryons de xénope et de grenouille
juste avant leur entrée en mitose [34, 35], dans des cellules de mammiféres en culture [36] et
dans les levures [37]. Comme le MPF régule aussi bien la méiose que la mitose, il fut
renommé « M-phase Promoting Factor ». L’activité de ce facteur oscille durant le cycle

cellulaire : il est maximal en mitose, disparait en fin de division pour augmenter pendant
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I’interphase suivante [35]. Il est indispensable pour I’entrée en phase M [38, 39], il est associé
a une activité protéine kinase [40] et la synthése et la dégradation de protéines participent a
son controle [35, 41, 42]. Mais sa caractérisation biochimique ne fut permise que grace aux

¢tudes menées en parallele sur la levure.

Des cribles génétiques réalisés chez la levure permirent 1’isolement de souches
mutantes dont certaines s’arrétent en des points spécifiques du cycle cellulaire. Ces mutants
furent appelés CDC pour « Cell Division Cycle » et correspondent a des mutations
thermosensibles (cdc”) [43]. Le premier crible fut réalisé par Hartwell chez la levure a
bourgeon S. cerevisiae [44] et permit la caractérisation d’un geéne important pour sa
prolifération, le géne cdc28 [45-47]. Sur le méme principe, un crible était réalisé par Nurse
sur la levure a fission S. pombe. Des mutants de type CDC furent également isolés ainsi que
des mutants qui, au lieu de s’arréter, rentraient en mitose avec une taille plus petite que la
normale [48]. L’¢étude de ces mutants a notamment permis la caractérisation du gene cdc?2 [49,
50] qui est I’homologue fonctionnel du geéne cdc28 identifi¢ chez S. cerevisiae [51] et un
régulateur positif de ’entrée en mitose [45, 52]. Le geéne cdc2 fut ensuite caractérisé et code

pour une protéine kinase d’environ 34 kDa, nécessaire pour la transition G,/M.

Purifi¢, le MPF est constitu¢ d’un complexe de deux protéines, une de 34 kDa et
I’autre de 40 a 60 kDa selon les organismes [53]. Comme un anticorps spécifique de CDC2 ou
une colonne d’affinité avec une petite protéine de levure, p13°°! qui se lie & CDC2 [54, 55]
sont capables de précipiter la protéine de 34 kDa du MPF [56, 57], il a été démontré que la
protéine de 34 kDa du MPF correspond a la protéine CDC2 de S. pombe et a CDC28 de S.
cerevisiae [56-58]. La deuxiéme protéine du MPF a été identifié¢e comme une cycline : la

cycline B [59, 60].
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Les cyclines ont été isolées initialement dans les ovocytes d’oursin. Elles s’accumulent
au cours du cycle et sont détruites en fin de mitose [61, 62], ce qui inactive le MPF [63, 64],
alors que leur synthése est nécessaire pour la transition Go/M [65]. La présence des cyclines
dans le complexe MPF fut notamment démontrée par leur co-purification et leur co-
précipitation avec CDC2 [59, 60, 66]. La cycline étant la sous-unité régulatrice de la
protéine kinase [67-69], CDC2 fut alors renommée CDK1 pour « Cyclin Dependent Kinase 1
» et les premiers modeles de régulation du MPF furent élaborés [64, 70]. Dans ces modeéles, la
cycline est un activateur du MPF qui doit s’accumuler pour permettre I’entrée en mitose, puis
qui est dégradé pour la sortie de mitose. A la méme époque, le complexe CDC2/cycline B fut
isolé et caractérisé dans les cellules humaines [71], de xénope [72] et de drosophile [73]

démontrant ’universalité du MPF dans le contrdle de la transition G,/M.

Depuis, des activités CDK proches de celle du MPF ont été identifiées chez tous les
eucaryotes et régulent les différentes phases du cycle. Les CDKs ont alors été considérées

comme des régulateurs universels du cycle cellulaire.

Les kinases cyclines-dépendantes (« Cyclin Dependent Kinases », CDKs) forment une
famille de protéines kinases qui jouent un rdle essentiel dans le déclenchement, le contrdle et
la succession harmonieuse des différentes phases du cycle cellulaire. Contrairement aux
cyclines, qui sont synthétisées et dégradées spécifiquement, les CDKs ont un niveau
pratiquement constant durant les phases du cycle cellulaire [74, 75]. Il existe onze génes
codant pour les CDKs et 9 génes codant pour des protéines CDK-like, qui ont une structure

primaire similaire a celle ces CDKS mais qui n’ont pas de partenaires cyclines identifiés [76].

Les CDKs ont d’abord été décrits comme des régulateurs du cycle cellulaire lors des
phases de transition G;/S et Go/M [77]. Par la suite, des complexes cyclines/CDKs ont été
¢galement identifiés comme des composants de la machinerie transcriptionnelle de I’ARN
polymérase II [78]. Deux classes de CDKs ont été définies : CDK1, 2, 4, 6 sont dédiées au
controle de la division cellulaire ; CDK8 et CDK9 sont essentiellement impliqués dans la
transcription. Une CDK, CDK7, ne peut étre facilement classée, elle est a la fois une kinase
activatrice des CDKs du cycle cellulaire (CAK, CDK Activating Kinase, voir plus loin) et une

composante du complexe transcriptionnel TFIIH (« Transcription Factor IIH ») [79].
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11.2.2.1. Structure et fonction

Les CDKs sont des kinases de type sérine/thréonine ayant dans leur extrémité NH2
terminale une séquence xGxPxxxxREx (ou x représente n’importe quel acide aminé). Il s’ agit
d’une région conservée qui correspond au domaine de liaison aux cyclines [80, 81]. Les
CDKs sont actives uniquement sous forme d’un complexe entre une sous-unité catalytique (la
CDK elle-méme) et une sous-unité régulatrice (une cycline). D’aprés le séquengage du
génome humain il existerait 13 CDKs et 25 cyclines, mais toutes les possibilités de formation

de complexes CDK/cycline ainsi que leurs fonctions ne sont pas encore connues (Tableau 2).

Elles ont pour activit¢ de transférer le groupgment -phosphate de l'adénosine
triphosphate (ATP) sur une sérine ou une thréonine présente au niveau de protéines cibles, a
condition que ces acides aminés soient inclus dans une séquence caractéristique dite
consensus, spécifiquement reconnue par les kinases (ex : Ser/Thr-Pro-X-Arg/Lys). Cette
phosphorylation entraine une modification de conformation des protéines cibles conférant a
ces derni¢res de nouvelles propriétés. Citons I’exemple du complexe CDK1/Cycline B, qui
une fois activé provoque la phosphorylation de diverses protéines cibles (histones,
condensines, lamines, protéines associées aux microtubules ou encore I’APC [« Anaphase
Promoting Complex »]) et entraine ainsi la rupture de 1’enveloppe nucléaire, la condensation
des chromosomes, 1’assemblage du fuseau ou encore la ségrégation des chromosomes, étapes

clefs de la transitions Go/M.
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Tableau 2: Propriétés et fonctions des Cyclines et CDKs connues.
CTD : Carboxy-Terminal Domain ; pRb : protein du rétinoblastome
(Modifié d’apreés Puri et al., 1999 [75])

Protéine Phase du cycle Fonction de la Régulation de
cellulaire protéine I'activité
Cyclines
Cycline A Progression de S Active CDK1 et CDK2  Transcriptionnelle et
jusqu'a M dégradation par la
voie ubiquitine

Cycline B1 Progression vers M Active CDK1 Transcriptionnelle et
ubiquitine

Cycline B2 Progression vers M ? Ubiquitine

Cycline C G, ? Active CDK8 ?

Cycline D1, D2 et D3 G, Active CDK4 et CDK6  Transcriptionnelle et
protéolyse

Cycline E Transition G1/S Active CDK2 Transcriptionnelle et
protéolyse

Cycline F G, ou transtion G,/M  Impliquée dans des Transcriptionnelle

processus
d'ubiquitination
Cycline G Ubiquitaire ? Réparation de I'ADN ? ?
Cycline H Ubiquitaire Active CDK7 ?
CDKs

CDK1 (cdc2)

etc.
CDK2 Progression post Association et
point R/START et S phosphorylation de
I'appareil de
réplication de I'ADN.
Phosphoryle pRb
CDK3 G, ou post point ?
R/START
CDK4 Gy Phosphoryle pRb
CDK5 Go? Phosphoryle tau et des
protéines des
neurofilaments
CDK6 G; (presque Phosphoryle pRb
identique a CDK4)
CDK7 Ubiquitaire Active les autres CDK
et phosphoryle le CTD
de I'ARN polymérase I
CDK8 G Phosphoryle le CTD de

Progression vers M

Phosphorylation

histone H1, laminines,

I'ARN polymérase |l

Activée par Cyclines A

etB

Activée par Cyclines A

etE

Activée par Cyclines
D1, D2 et D3

Activée par p35

Activée par Cyclines
D1,D2etD3
Activée par la
présence du substrat
?

Activée par Cycline C
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Figure 3: Les CDKs contrélent le cycle cellulaire.

CDK4 et CDKS6, associées a des cyclines de type D, régulent le déroulement de la phase G,. Puis CDK2/cycline E
prend le relais pour assurer la transition G,/S, suivie par CDK2/ cycline A qui assure le contrdle de la phase S.
CDKl/cycline A intervient en G,, CDK1/cycline B régule la transition G,/M et ’entrée en mitose.

Cdk1
Cycline B

Y

Cdk2 W
Cycline E
G

Cdk4-6

Cycline D

11.2.2.2. Les CDKs clés impliquées dans la régulation du cycle cellulaire

Quatre CDKs clés, complexées a différentes cyclines, controlent la progression du

cycle cellulaire (Figure 3).

e CDK4 : Son géne est localisé sur le chromosome 12 en 12q13, dans la méme région que
CDK2 [82]. Ses partenaires régulateurs sont les cyclines D (D1, D2 et D3) [83]. Le
complexe cycline D1/CDK4 devient actif comme kinase au milieu de la phase Gj, avec
une activité maximale a la transition G,/S, et reste détectable jusqu’a la mitose [84].
L’activité de la kinase cycline D/CDK4 n’est pas nécessaire tout au long du cycle mais
seulement lors de la transition Gy/G;. Cette activité est en partie régulée par la
délocalisation de la cycline D entre le noyau et le cytoplasme. En effet, aprés avoir
phosphorylé ses cibles, dont pRB, le complexe cycline D/CDK4 est activement exporté
dans le cytoplasme, permettant d’arréter ’activité kinase sur ses cibles nucléaires [85]. Ce
complexe restera cytoplasmique jusqu’au prochain cycle. A la différence de la plupart des

CDKs connues, CDK4 n’a pas d’activité kinase sur les histones H1.
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CDKG6 : Protéine de 40 kDa formant des complexes avec toutes les cyclines D. Elle a une
activit¢ kinase sur pRb. Dans les lymphocytes T, aprés stimulation par la

phytohémagglutinine, cette activité se manifeste dés le milieu de la phase G; [86].

» CDK4 et CDK6 sont activées séquentiellement pendant la phase G; [84, 86,
87]. Elles phosphorylent et inhibent la protéine Rb ce qui libére le facteur de
transcription E2F et permet I’expression de génes nécessaires pour la transition

Gi/S.

CDK2 : Son gene est localis¢ sur le chromosome 12 en 12q13 [82] et a une masse
moléculaire de 33 kDa. CDK2 est activée a la transition G/S et reste active jusqu’a la
transition G/M [88, 89]. Elle acquiert une activité kinase en association avec la cycline A
ou E [82, 90]. L’activité kinase du complexe cycline E/CDK2 se manifeste dés la phase
G1, atteint son maximum en début de phase S, puis disparait [82, 90]. Cette kinase, en
association avec la cycline E, est indispensable a la mise en route de la réplication de
I’ADN [91]. Durant la phase S, la cycline E est remplacée dans ce complexe par la cycline
A [92]. Le complexe cycline A/CDK2 développe une activité¢ kinase des la phase G,

tardive jusqu’a la métaphase, quand la cycline A est détruite.

» CDK2 régule ’entrée en phase S, mais participe également au contrdle de la
duplication des centrosomes et de la réplication de I’ADN ainsi qu’a

I’inhibition des facteurs de transcription qui ont agi en phase Gj.

CDK1 (ou p34°*?): Premiére CDK décrite chez I’homme. CDK1 est absente des cellules
quiescentes. Dans les cellules qui proliférent, elle peut étre détectée tout au long du cycle
mitotique, mais son ARN messager (ARNm) varie au cours du cycle, avec un minimum
en phase G; [93]. Dans de nombreux types cellulaires, la concentration de la protéine
varie peu au cours de I’interphase mais dans les cellules lymphoides humaines, celle-ci
suit les mémes variations au cours du cycle cellulaire que celles de son ARNm [94].
L’activité enzymatique de CDK1 ne se manifeste que pendant une période trés courte a la
transition G,/M, entrainant le déclenchement de celle-ci. L’initiation de la mitose est
dirigée de fagcon temporelle et spatiale par une cascade de phosphorylation de protéines

qui aboutit a I’activation du complexe cycline B1/CDK1 [95].
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» CDKI est activée en phase G; et a la transition G/M. Elle contréle notamment
I’entrée en mitose, est nécessaire jusqu’en anaphase et phosphoryle de
nombreux substrats dont I’APC, 1’« Anaphase Promoting Complex ». Cette
séquence permet ainsi la progression des cellules dans les différentes phases du

cycle [96, 97].

Certaines CDKs sont impliquées dans des fonctions autres que la régulation du cycle
cellulaire. Par exemple, CDKS5, qui n’est pas activée par une cycline et posséde des
activateurs qui lui sont propres [98], est détectée active dans les neurones ou elle aurait un
role dans la phosphorylation de protéines comme celles des neurofilaments ou bien dans le
trafic intracellulaire [99-101]. CDKS8, CDK9 jouent un rdle essentiellement dans la
transcription ainsi que CDK7 (en plus de son rdle d’activateur des autres CDKs du cycle

cellulaire).

Les cyclines sont une famille de protéines qui subissent des variations de leur taux au
cours du cycle et qui partagent toutes un degré de similitude quant a leur composition en
acides aminés. En effet, les cyclines sont définies par une région commune d’environ 100
acides aminés appelée « cyclin box » qui sert a lier et a activer les CDKs [102, 103]. On
distingue d’une part les cyclines dites « START » ou G qui atteignent leur pic d’expression en
phase G, (cyclines D : DI, D2 et D3) ou a la transition G,/S (cycline E) et d’autre part les
cyclines dites mitotiques (cyclines A et B) dont le pic d’expression se situe en G/M [104]

(Figure 4).

Ces deux types de cyclines varient dans leur structure générale : les cyclines
mitotiques ont environ 200 acides aminés situés dans la partie N-terminale alors que les
cyclines START s’étendent en C-terminal pour former une région riche en proline, acide
glutamique, sérine et thréonine appelée « PEST ». Cette région PEST joue un rdle dans le

renouvellement rapide de ces cyclines et leur confére une demi-vie trés courte [ 105, 106].
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Figure 4 : Implication des CDKs et de leurs cyclines associées au cours du cycle cellulaire.
Différentes CDKs régissent le cycle de division. Les cyclines, sous-unités régulatrices des CDKs, présentent une cinétique
cyclique conditionnant le cycle cellulaire.

11.2.3.1. Les cyclines D

Les cyclines de type D sont au nombre de trois et sont les premiéres a apparaitre
lors d’une stimulation par des mitogénes. Elles sont synthétisées tout au long de la
stimulation tant que le facteur de croissance reste dans le milieu si bien que, dans ces
conditions, les taux des cyclines D varient peu au cours du cycle, avec néanmoins un pic
d’expression en G¢-S. Inversement, dés que le mitogene est retiré du milieu, les cyclines D
sont rapidement détruites, quelle que soit la position de la cellule dans le cycle [107] : si la
cellule a dépassé le point de restriction R, leur destruction est sans effet ; si la cellule est en
Gy, la destruction des cyclines D empéche la cellule d’aller plus loin dans le cycle. Leur
synthese débute en début de G, et leur activité sur les kinases ne se fait qu’en milieu de G, et
augmente au fur et a mesure que les cellules approchent de la transition G;-S [108, 109]. La
surexpression de cycline dans des cellules normales accélére la phase G; [110]. Les
partenaires catalytiques majeurs des cyclines D sont CDK4 et CDK6 [108, 109, 111]. La
fonction primaire des cyclines D est de stimuler la progression en phase G;. En dépit de leur
similitude, les membres de la famille des cyclines D sont différemment exprimés selon la

lignée cellulaire. Ainsi, la cycline D1 est absente des cellules de la lignée lymphoide [112].

Lors de la phase G;, DI’hyperphosphorylation compléte de la protéine du
rétinoblastome, pRb, entrainant la libération de E2F survient aprés I’action séquentielle des
complexes cycline D/CDK4-6 et cycline E/CDK2 [113]. Plus spécifiquement, la fonction du
complexe cycline D/CDK4 semble étre la destruction de 1’association de pRb avec une
histone désacétylase (HDAC) annulant ainsi la répression des génes cycline A et CDK1 par le

complexe pRb/E2F [114, 115].
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L’expression et la dégradation de la cycline D sont régulées par des cascades de
signalisation convergentes initialisées par des récepteurs membranaires incluant des
récepteurs tyrosine kinase, des cytokines, des protéines G et des protéines impliquées dans
I’adhérence comme les intégrines et les cadhérines [110, 116]. Les mécanismes de controle de
la dégradation de la cycline D son mal connus. Cependant, on sait que la phosphorylation de
la cycline D par la glycogeéne synthétase kinase-3 (GSK-3B) entrdne son exportation du
noyau vers le cytoplasme ou elle est dégradée par des systemes a ubiquitines [117]. Ce
systetme permet de réduire la demi-vie de la cycline D a 10 minutes, ce qui permet une

régulation trés rapide de son activité.
11.2.3.2. La cycline E

La cycline E est une protéine nucléaire de 50 kD dont I’expression est maximale en
fin de phase Gy, aprés I’augmentation des cyclines D [105]. Elle agit en fin de phase G; en se
complexant avec CDK2 [118, 119]. Le complexe cycline E/CDK2 a une forte activité kinase
juste avant I’entrée des cellules en phase S et phosphoryle la protéine du rétinoblastome
(pRb) [91, 120]. La surexpression de la cycline E raccourcit la durée de la phase G;, diminue
la taille de la cellule, diminue la dépendance aux facteurs de croissance et prolonge la durée
de la phase S [121, 122]. Des cellules fibroblastiques bloquées en phase G; débutent
quand méme la réplication de leur ADN quand la cycline E est surexprimée [121]. Des
anticorps dirigés contre la cycline E injectés dans des cellules en phase G, inhibent 1’entrée en
phase S [122]. Cette inhibition n’a pas lieu si I’injection se fait dans des cellules en phase S ce
qui signifie que la cycline E est indispensable a la transition G/S. Au cours de la phase S,
I’expression de la cycline E diminue car elle est dégradée par le protéasome apres action de

I’ubiquitine [123].

Le complexe cycline E/CDK2 est capable de phosphoryler pRb, I’histone HI, la
protéine p27*"" inhibitrice de CDKs et pourrait probablement phosphoryler d’autres substrats
[24]. Ce complexe controlerait également la formation des complexes de transcription en
phosphorylant la protéine Cdc45 qui se fixe sur le complexe pré-réplicatif (cf. § 11.3.3)
permettant ainsi la liaison de I’ADN polymérase o sur ce méme complexe [124]. L’ADN
polymérase a, appelée aussi primase, joue un role essentiel dans I’initiation de la réplication.
Elle appartient a la famille B des ADN polymérases et est composée de quatre sous-unités,
dont la sous-unité primase de 49 kDa et la sous-unité catalytique de 180 kDa codée par le
geéne POLAL en copie unique sur le chromosome X. Le role des deux autres sous-unités n’est

a ce jour pas clairement défini. Polr a tout d’abord®té décrite comme étant la principale
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réplicase, avant la découverte de Pob et Pole. Son implication dans la ©plication de I’ADN a
¢té¢ étayée par sa forte activité dans les cellules se divisant rapidement, sa localisation
nucléaire et son induction lorsque les cellules quiescentes entrent en prolifération. Son rdle de
primase est désormais admis. En effet, la primase initie la réplication en synthétisant une
amorce ARN d’une dizaine de ribonucléotides environ, puis son activité catalytique étend la
synthése sur 20 désoxynucléotides supplémentaires. Son recrutement n’est possible que si
I’ADN a été déroulé et si le simple-brin est recouvert par la protéine RPA (Replication
Protein A). Apres synthése de ’amorce ARN/ADN, le complexe RFC (Replication Factor C)
charge le facteur de processivité PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) autour de I’ADN

pour permettre 1’élongation des amorces.

La dégradation de la cycline E est catalysée par le complexe SCF (SKP1, Cullin-1, F-
box protein). C’est 1’autophosphorylation préalable de la cycline E catalysée au sein du
complexe cycline E/CDK2 lui-méme qui permet sa protéolyse ubiquitine-dépendante

lorsqu’elle se retrouve sous forme libre [125].
11.2.3.3. Les cyclines mitotiques

Les cyclines mitotiques comprennent la cycline A et la cycline B. Elles possédent une
séquence d’acides aminés partiellement conservée (dénommée destruction box) située en
partie N-terminale, indispensable a leur destruction rapide et soudaine spécifiquement pendant
la mitose [126]. Cette destruction se fait par la voie de la protéolyse dépendante de
I’ubiquitine [127]. Le taux des cyclines mitotiques augmente progressivement au cours des
phases S et G, pour atteindre un pic en mitose. Les cyclines A et B interagissent toutes les
deux avec la kinase CDK1 pour déclencher la mitose et la dégradation de ces deux protéines
est nécessaire pour que la cellule sorte de la mitose [65, 128]. La synthése et la destruction de

la cycline A ont toujours lieu en avance par rapport a la cycline B [67, 128].

La cycline A est une protéine de 60 kDa qui apparait a la transition G,/S. C’est la
premicre cycline qui a été clonée et séquencée [129]. Elle est située en position nucléaire
[130]. Elle a d’abord été considérée comme une cycline mitotique ne jouant un réle qu’a la
transition G»/M, mais plusieurs expériences ont permis de démontrer que la cycline A agissait
plus précocement dans le cycle cellulaire, étant détectée et activée dés la fin de la phase G

juste avant I’entrée en phase S [131]. L’activité kinase associée a la cycline A a la transition
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G1/S est celle de CDK2 et non pas CDK1 [132, 133]. La surexpression de la cycline A

entraine une entrée prématurée en phase S [134].

Les cyclines E et A sont nécessaires au passage en phase S mais ont des fonctions
différentes. La cycline A serait utile pour débuter la réplication de ’ADN. Le complexe
cycline A/CDK2 se lie au facteur de transcription PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen, qui est une sous-unité de la polymérase de ’ADN intervenant dans la
réplication et la réparation de I’ADN) au niveau de certains sites de réplication de ’ADN et
I’inhibition de la cycline A par des anticorps inhibe la synthése de I’ADN dans des cellules
humaines [135, 136].

Il existe trois cyclines B : B1, B2, B3. La cycline B1 est la mieux connue et joue un
role important dans les mécanismes de déclenchement de la mitose. La cycline B1 est
cytoplasmique pendant P’interphase (en association avec les microtubules et les
centrosomes) jusqu’a la fin de la prophase ou elle est transférée brutalement dans le
noyau alors que la cycline A reste nucléaire [130, 137]. La cycline B1 est intéressante car
c’est une des premicres protéines du cycle dont la régulation est non seulement temporelle
mais aussi spatiale (Figure 5). En effet, la cycline B1 circule continuellement entre le noyau
et le cytoplasme pendant 1’interphase [138-140]. Cependant, la cycline B1 s’accumule dans le
cytoplasme car I’import nucléaire est contrebalancé par 1’export nucléaire qui est plus rapide.
En effet, pendant ’'interphase, le complexe cycline B1/CDK1 est maintenu dans le
cytoplasme griace a D’activité d’un facteur nucléaire d’exportation appelé CRMI1 ou
exportine. En position N-terminale, la cycline Bl posséde un signal dit de rétention
cytoplasmique (CRS) qui correspond a une région de 42 acides aminés [137]. Si on injecte
dans le noyau de cellules HeLa en phase G, de la cycline B1 dépourvue du CRS, la protéine
reste nucléaire. Le CRS est donc plus un signal d’export nucléaire qu’un signal de rétention
cytoplasmique. Le CRS posséde une région hydrophobe de 11 acides aminés hautement
conservée parmi les cyclines de type B chez les mammiféres. Dans cette région, il existe
quatre résidus sérine qui, s’ils sont phosphorylés, empéchent la reconnaissance du CRS par
CRM1I. En conséquence, c’est la phosphorylation de ces quatre résidus sérine qui stoppe
la sortie de la cycline B1 du noyau en prophase. Les protéines kinases qui phosphorylent la

cycline B1 en CRS pour réguler sa rétention nucléaire restent a identifier.

40



Dés que la cycline B1 devient nucléaire, I’enveloppe nucléaire explose, signifiant
que le complexe cycline B1/CDK1 agit comme une kinase des lamines nucléaires. La
cycline B1 se lie alors a I’appareil mitotique, en particulier aux pdles du fuseau et a ses fibres
principales. En début de métaphase, la cycline B1 s’associe transitoirement aux chromosomes
condensés. Dés I’entrée en anaphase, la destruction de la cycline B1 s’opére par la voie de la
polyubiquitination ce qui est indispensable a 1’inactivation du complexe cycline B1/CDK1 et
a la sortie de la mitose [126]. La destruction est initiée par I’APC (« Anaphase Promoting

Complex ») ou cyclosome [141].

Cytoplasme Interphase

Importine B Figure 5: Localisation cellulaire de la cycline B1 au

@ cours de I’interphase et de la mitose.
La cycline B1 a une localisation cytoplasmique jusqu’a
sl la prophase (représentée en gris sur la figure). Il existe
un va et-vient permanent de la cycline Bl entre le
noyau et le cytoplasme mais 1’import nucléaire (assuré
par DI’importine ) est contrebalancé par 1’export
Entrée en Mitose : Cycline B1 Lésion de I'ADN : nucléaire (a'ssuré par CRM1) qui' est pl‘us rapide si bien
CRS masqué CRS Kinase? Exposition du CRS que la cycline B1 est cytoplasmique. A la prophase, la

phosphorylation de quatre résidus serine dans le site
appelé CRS de la cycline Bl empéche la
reconnaissance de la cycline B1 par CRM1 si bien que
la cycline B1 devient nucléaire.

Cytoplasme

Prophase
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Etant donné le role central des CDKs dans le contrdle du cycle cellulaire, leur activité
est régulée a des niveaux variés a I’exception de leur quantité, constante au cours du cycle
cellulaire [142-144]. Le premier niveau est li¢ a I’interaction de protéines partenaires positifs
(les cyclines) ou négatifs (les CKI). Mais leur activité est également régulée par des
modifications post-traductionnelles (phosphorylation déphosphorylation). Toutes ces
régulations constituent un ensemble complexe et spécifique a chaque étape du cycle cellulaire.
Ajoutée a d’autres mécanismes variés, la régulation de P’activité des CDKs forme le cceur
du systéme de contréle du cycle cellulaire [145].

11.2.4.1. Activation des CDKs

Les oscillations dans ’activité des CDKs pendant le cycle cellulaire sont liées en
partie aux changements de quantités des cyclines dans la cellule, quantités qui sont régulées
par un ensemble complexe de mécanismes actifs aussi bien au niveau de la transcription des
genes [146] que de la dégradation des protéines, et spécifiques pour chaque étape du cycle
cellulaire. La cinétique d’expression caractéristique de chacune permet la régulation de

I’activité des CDKs associées en des points précis du cycle cellulaire (Figure 3 et Figure 4).

Les détails structuraux de [D’activation des CDKs ont ¢été compris aprés la
détermination de la structure de CDK2 humaine [147]. Sa structure est proche de celle des
autres Ser/Thr kinases avec un lobe amino-terminal de petite taille et un lobe carboxy-

terminal plus large.

Les différences principales des CDKs avec les autres kinases sont d’une part la
présence d’une large boucle flexible ou « 7" loop », appelée aussi « boucle d’activation », qui
bloque la liaison du substrat au domaine carboxy-terminal, et d’autre part au fait que les
résidus-clés du site catalytique ne sont pas dans une position correcte pour la réaction de
phosphorylation. La CDK sous forme monomérique et hypophosphorylée est maintenue dans
un état inactif par deux contraintes structurales : I’accés du site de liaison au substrat est
bloqué par la boucle T et I’orientation des sites de liaison a I’ATP est telle que les phosphates
de la molécule d’ATP utilisée lors de la phosphorylation du substrat sont trés mal positionnés
pour un transfert efficace. Pour étre active la kinase doit subir de profonds changements de

conformation [148, 149].

Le changement structural principal est réalisé lors de I’association de la kinase a

une cycline. Cette association entraine un retrait partiel de la boucle T qui permet aux ATP
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d’adopter une position intermédiaire. Ainsi la boucle d’activation ne va plus obstruer le site de
liaison du substrat et les résidus importants pour la phosphorylation du substrat vont étre
orientés dans une position plus favorable (Figure 6). La boucle d’activation présente une
thréonine hautement conservée entre les CDKs (Thr161 sur CDK1, Thr160 sur CDK2 ; 172
chez la CDK4). Ce résidu va étre phosphorylé par une kinase, la CAK (« CDK Activating
Kinase »), ce qui va amener ’activit¢ du complexe CDK/cycline a son maximum. Cette
phosphorylation va en fait stabiliser I’interaction entre les deux sous-unités et placer la boucle
d’activation dans la position la plus favorable pour la reconnaissance du substrat. Ce
complexe est formé d’une cycline (H) et d’'une CDK (7) [150]. Méme si une méme CAK peut
phosphoryler plusieurs complexes cycline-CDK in vitro, il existerait un complexe CAK pour
chaque complexe cycline/CDK [145]. L’activation du complexe cycline/CDK par le
complexe CAK peut étre inhibée par la présence d’'une CDK Kinase Inhibitors (CKI) de type

CIP/KIP.
A

Cyclin A

Substrate
peptide =

P g
inactive active

Figure 6 : Activation de CDK2 par la Cycline A.
(A) CDK2 sous forme inactive. (B) CDK2 est activée par association avec la cycline A.
(D aprés Johnson LN, 2009 [151])
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11.2.4.2. Régulation par les CDK Kinase Inhibitors

Les CDK Kinase Inhibitors (CKI), ou inhibiteurs des CDKs, sont des molécules qui

s’associent aux complexes CDK/cycline afin d’inhiber leur activité (Figure 7) [152].

Cdc25h \
Cdk2 Cdk1
cline A i
Cy Cycline A Cde5a

p21 CIP1
p27 KIP1 % Cdc25b
p57 KIP2 Cdc25¢c
cake Rl
Cycline E

Cdc25a

G1

| Cdk4-6
\ — P
CVC'“e & Cycline H

CAK
Cdc25b

Figure 7 : Illustration des voies de régulation des CDKs au cours du cycle cellulaire.
Certaines protéines, telles les phophatases Cdc25, sont responsables d’une régulation positive des CDKs, alors que d’autres
¢léments, appartenant a la famille des CKI inhibent 1’activité des CDKs.

Deux grandes familles d’inhibiteurs des complexes cycline/CDK ont été¢ décrites. La
famille des inhibiteurs KIP/CIP (pour CDK inhibiting protein) est constituée des protéines
p2 1 WARVEIPL (501, p27XIPVICKPIC2 (1557) et p575'P2. Ces protéines partagent la propriété
d’inhiber la plupart des complexes cycline/CDK. A "opposé, les protéines de la famille
INK4 (pour INhibitor of CDK4), p16™NK42/MTSICDKN2/CDKAL 11 6) 151 SINK4bIMTS2 )1 gINKde/INK6A
et pl9INK4d/ INK6B inhibent spécifiquement CDK4/6 [153]. Chacune de ces protéines est codée
par un unique geéne et forme le groupe des principaux régulateurs de la phosphorylation de la
protéine du rétinoblastome (pRb). Leur liaison aux CDKs interfere avec la phosphorylation

activatrice par la CAK [154]. Les propriétés de ces protéines sont résumées dans le Tableau

3.
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Tableau 3: Propriétés des CKIs connues.
(D’ aprés Puri et al., 1999 [75] et Roussel MF, 1999 [155])

Protéine Emplacement Phase du cycle Fonctiondela Régulation de I'activité
du géne cellulaire concernée protéine
INK4
p15NK4e 9p21 Gy Inhibe CDK4/6 Transcription TGF-3
dépendante
p16NK4A 9p21 G, Inhibe CDK4/6 Transcription E2F
dépendante
p18'NKac 1p32 G, Inhibe CDK4/6 Transcriptionnelle ?
p19'NK4P 19p13 G, Inhibe CDK4/6 Transcriptionnelle ?
CIP/KIP
p21“™ 6p21 G,etS Inhibe Transcriptionnelle (e.g.
CDK2/4/6 et expression p53, TGF-3
PCNA et/ou MyoD
dépendante)
p27" P 11p12-13 G, Inhibe Localisation et
CDK2/4/6 ubiquitination
p57"P2 11p15.5 G, Inhibe Transcriptionnelle
CDK2/4/6

La famille INK4 comprend actuellement quatre membres, p16™~<* [156], pl 5MNKab

[157], p18™** [109] et p19™**! [158] qui en se liant spécifiquement aux CDK4-6 empéchent
leur activation par liaison aux cyclines D [159, 160].
6INK4a

entraine un arrét de la prolifération cellulaire [161]. Des
5INKdb

La surexpression de pl

6™k Sont des

tests de liaison in vitro, ont montré sans équivoque que pl et pl
compétiteurs de la cycline D dans les complexes cycline D/CDK4-6 et prendraient sa
place pour former des complexes p15INK4b -CDK4-6 ou p16INK4a -CDK4-6 [153]. La
cycline D libre serait alors rapidement dégradée par les protéasomes ubiquitine-dépendants
[155].

La présence de sites de liaison E2F dans la région promotrice du géne de pl6™<*

6™ % est E2F dépendante alors que 1’expression de

semble signifier que 1’expression de pl
p15lNK4b est TGF- dépendante [157]. Il n’existe aucune preuve expérimentale du recyclage
des CDK4/6 apres leur liaison avec les INK4. Ces inhibiteurs pourraient donc servir de
« corbeille » pour CDK4/6 en mettant ces CDKs hors-jeu pour le restant du cycle cellulaire

[24]. p15™ % serait I’effecteur de la régulation de I’activité de la cycline D/CDK4-6 par
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TGE-B alors que pl6™*** interviendrait plus tard pour inhiber I’activité du complexe cycline
D/CDK4-6 et entrainer la destruction de la cycline D lors de la transition G1/S. Un autre

niveau de régulation impliquerait une régulation croisée avec les inhibiteurs CIP/KIP.

KIP1 KIP2
7 7

La famille CIP/KIP comprend trois membres (p21Cip L p2 et p5 ) qui forment
de complexes ternaires avec les complexes cycline/CDK par liaison a leur composant cycline
[153] ou sont capables de s’associer avec les cyclines seules sans pour autant inhiber la

formation des complexes cycline/CDK [162].

La famille CIP/KIP a une action plus large car elle inhibe les complexes comprenant
les cyclines A, B, D et E. Cette famille comprend trois membres : pZIWAF” cIpl [108, 163-165],
p27<"*' [166-168] et p57°** [169, 170].

Ces inhibiteurs sont impliqués dans le contrdle de la transition G;/S en s’associant aux
complexes CDK2/cycline E ou cycline A pour arréter le cycle cellulaire. Dans certains types

cellulaires, p21™"

peut également induire un arrét en phase G, [171-174]. Toutes les
protéines de la famille CIP/KIP possédent des motifs caractéristiques dans leur partie amino-
terminale qui leur permettent de lier a la fois les cyclines et les CDKs [171, 175-178], et leur
liaison aux CDKs diminue la phosphorylation du substrat puisqu’il ne peut plus interagir avec

la kinase.

De facon surprenante, pZICIP1 et p27KIP1 se fixent également sur CDK4 sans en
inhiber D’activité kinase ; ils sont en fait nécessaires pour I’assemblage du complexe
CDK4/cycline D et sa translocation dans le noyau [179]. Par contre ces deux protéines sont
d’excellents inhibiteurs de CDK2/ cycline E. Elles peuvent servir de protéines chaperonnes

pour la formation du complexe [180, 181]. L apparition de p21™" 7Pt

et p2 permet donc la
formation des complexes CDK4/cyclines D, tout en retardant 1’activation des complexes
CDK2/cycline E. Enfin, CDK2/cycline E, en phosphorylant p27<"!, conduit & son
ubiquitination par Skp1/Skp2, et a sa destruction par le protéasome [182]. Cette élimination

de p27%"™! contribue a I’entrée en phase S.

p21°"! la premiére des CKI a avoir été identifiée, posséde de nombreuses fonctions.
C’est un des effecteurs de p53 impliqué dans ’arrét pS3 dépendant induit par un dommage de
I’ ADN survenant lors de G; [108]. p21<™"", comme p27*™"!, agirait en se liant a la cycline des
complexes cycline/CDK (cycline D/CDK4-6 et cycline E/CDK2 [153], mais son effet
inhibiteur est plus important sur le complexe cycline E/CDK2 [24]) et elle empéche
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I’activation de la sous-unité CDK par phosphorylation [183]. En plus de ce réle d’inhibiteur
indirect sur D’activité des facteurs de transcription E2F par I’intermédiaire des complexes
cycline/CDK, p21CIPI pourrait aussi agir directement sur ce facteur de transcription en se liant
alui [184].

CIP1 CIP1
1 1

La régulation de p2 est plutdt transcriptionnelle, le promoteur de p2
contenant notamment 2 sites de liaison a p53 [165, 185]. Cette expression serait aussi induite
par des facteurs de différenciation dont la nature dépend du type cellulaire considéré, TGF-f
pour les kératinocytes, MyoD pour les cellules myoblastiques ou NGF (Nerve Growth Factor)
pour les cellules de lignées adréno-corticales [165] ou encore lors de I’induction de la
différenciation Ca”" dépendante chez les kératinocytes [162]. p21“"" pourrait donc jouer un

role central lors de I’induction de la différenciation [162, 165]

p27%"™ a tout d’abord été identifié comme un inhibiteur de prolifération dans des

cellules subissant une inhibition de contact ou traitées au TGF-$ [166]. In vitro, la

KIP1

quantité de p27™" " exprimée dans les cellules en prolifération contribue a la durée de la phase

G.. Plus la quantité de p27*'™"!

est importante, plus la phase G, est longue [186]. L’absence de
p27%"! rend les cellules insensibles aux facteurs anti-mitogénes en fin de phase G; [186]. Les
interactions de p27<"" et du complexe cycline E/CDK2 sont de deux types : (1) association

KIP1
sur le

forte et inhibition du complexe cycline E/CDK2 [187] ; (2) phosphorylation de p27
résidu Thr187 entralnant sa dégradation plus tard en phase G; par les voies ubiquitine
dépendantes [187, 188]. Il semble que ce soit le mode de régulation principal de I’activité de
p27%""1 [189]. Mais cette régulation, visiblement trés complexe, impliquerait aussi 4 la fois un
contrble transcriptionnel, un contrdle traductionnel et un controle li¢ a la localisation de la

protéine [185]. Des études ont montré que p21CIPl et p27KIP1 sont essentielles a

I’association de la cycline D et de la CDK4/6 car stabilise la structure (Cheng et al. 99).

KIPL est captée par les complexes cyclines D/CDK.

Quand la cellule entre en cycle, p27
La séquestration des molécules de p21“™' et de p27"' libres par les complexes cycline
D/CDK allege la contrainte des molécules CIP/KIP sur les complexes cycline E/CDK2
facilitant ainsi D’activation de ces derniers (Figure 8). Il y a une compétition entre les
complexes cycline D/CDK et cycline E/CDK2 vis-a-vis des protéines CIP/KIP. Dés que le

KIP1

processus de séquestration de ces protéines abaisse le taux de p27 « actif » en-dessous

d’un seuil, le complexe cycline E/CDK2 facilite sa propre activation en phosphorylant p27*'*!
en Thr187 déclenchant ainsi sa dégradation [187, 190]. Les molécules résiduelles de p27<™"

47



19! restent liées aux complexes cycline D/CDK tout au long des cycles successifs et

et de p2
le pool de ces molécules CIP/KIP liées est libéré quand les facteurs de croissance sont retirés
du milieu inhibant ainsi les complexes cycline E/CDK et arrétant la cellule en phase G;. Dans
les cellules épithéliales de poumon de souris, le TGF- inhibe la synthése de CDK4 [191]
ce qui augmente le taux de p27KIP1 libre (qui n’est pas captée par les complexes cycline
D/CDK4) qui va donc se fixer sur les complexes cycline E/CDK2 donnant lieu a un arrét

en G; [167]. Ainsi la captation de p27KIPl

par les complexes cycline D/CDK4 permet de
promouvoir D’activité kinase des complexes cycline E/CDK2 aidant a établir 1’ordre

d’activation.

o

Cycllne E

— @KIP

Signal mitogéne

Phosphorylation et
destruction des CKls

(Inactif)

CDK2
> Cycline E

(Actif) \
Phosphorylation de pRb Boucle de
rétrocontrole =
positive Cycllne L
\ 4

/ Entréeen
E2F > E2F phase S

Figure 8 : Représentation schématique de la régulation des protéines CIP/KIP.

Aprés stimulation mitogénique, les complexes cyline D/CDK séquestrent les protéines CIP/KIP ce qui empéchent ces
derniéres d’inhiber les complexes cycline E/CDK qui dés lors peuvent phosphoryler pRb. Les facteurs transcriptionnels de la
famille E2F sont alors libérés et augmentent la transcription du géne de la cycline E. Les complexes cycline E/CDK
phosphorylent alors les protéines CIP/KIP qui vont étre détruites par le protéasome.

Le cadre noir regroupe les molécules nécessaires a I’entrée en phase S.
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11.2.4.3. Régulation par phosphorylations

La formation du complexe CDK/cycline n’est pas suffisante pour la pleine activation
de la kinase. Elle nécessite la phosphorylation d’un résidu adjacent au site catalytique :
Thr161 sur CDK1, Thr160 sur CDK2 et Thr172 sur CDK4 [192-195]. Cette phosphorylation
induit des changements dans la conformation de la protéine (cf. § 11.2.2.1) et est catalysée par
la CAK [147, 196, 197]. La déphosphorylation de ce résidu sera ensuite assurée par les
phosphatases de la famille PP2C et/ou PP2A (Figure 9) [198-200].

Thr160/161/172

(Cycline)Y
Thr160/161/172

( CDK )
(Cycline

Complexe inactif
ATP \A /s ®

CyclineH ‘—/ PP2A et/ou PP2C
CAK ADP v

Thr160/161/172()

(Cycline

Complexe actif

Figure 9 : Régulation de I’activité des complexes Cyclines/CDKs par CAK.

La liaison d’une cycline sur une CDK va induire un premier changement de conformation du site catalytique. Puis, une fois
formé, le complexe Cycline/CDK est phosphorylé sur un résidu thréonine (Thr161 sur CDK1, Thr160 sur CDK2 et Thr172
sur CDK4) conservée au niveau de la boucle d’activation de la kinase, par le complexe Cycline H/CDK7/MAT1 appelé CAK
(« CDK-Activating Kinase »). Cette phosphorylation permet I’activation compleéte du complexe Cycline/CDK et est
contrecarrée par 1’action d’une Ser/Thr phosphatase, PP2A et/ou PP2C.
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L’activité de la CAK est constante au cours du cycle cellulaire et aucune
régulation ne lui est connue [201]. Chez les mammiferes, cette phosphorylation requiert la
liaison a la cycline, ce qui serait un moyen de moduler cette phosphorylation. Par contre chez
les levures et dans les ovocytes de xénope [199], elle est réalisée avant la formation du
complexe, ce qui signifie que des mécanismes additionnels de contrdle sont nécessaires pour
réguler ’activité du complexe CDK/cycline. Dans certains cas, cette phosphorylation pourrait

contribuer a stabiliser le complexe CDK/cycline [80, 202].

L’identit¢ de la CAK varie suivant les espeéces [203], mais chez les eucaryotes
supérieurs (vertébrés et Drosophila melanogaster) ¢’est un complexe trimérique constitué :
d’une protéine kinase de la famille des CDKs, CDK?7 ; de la sous-unité régulatrice de CDK?7,
la cycline H ; et d’une troisiéme unité, MAT1 (« Ménage A Trois ») [204]. Il est important de
noter que la CAK des vertébrés participe aussi a la régulation de la transcription puisqu’une
partie des complexes CDK7/cycline H/MATT1 est liée a TFIIH, un multimére associ¢ a I’ARN
polymérase II. La CAK participerait alors a la régulation de I’activité de la polymérase. Par
ailleurs, il a ét¢ montré que MAT1 induit un changement dans la spécificité de substrat du
complexe CDK7/cycline H puisque sa présence favorise ’ARN polymérase II par rapport au
complexe CDK/cycline. Ainsi cette protéine initialement décrite comme facteur d’assemblage
du complexe CDK7/cycline H [205, 206] agirait également comme modulateur de la
spécificité de substrat [207].

a) Phosphorylations inhibitrices

Alors que la phosphorylation activatrice des CDKs n’est pas régulée au cours du cycle
cellulaire, deux phosphorylations inhibitrices jouent un role central dans la régulation de
I’activité des CDKs. Elles sont toutes les deux localisées dans le site actif de la kinase [96,
148]. La tyrosine 15 est conservée dans toutes les CDKs majeures [192], alors que le
deuxieme site, thréonine 14, n’est présent que chez les eucaryotes supérieurs [208-210].
Tyrl5 et Thrl4 sont localisées a proximité du site de liaison de I’ATP et leur phosphorylation
inhibe 1’activit¢ des CDKs en interférant avec I’ATP. La modulation du taux de
phosphorylation sur ces deux sites est particulierement importante pour I’activation du
complexe CDK1/cycline B lors de I’entrée en mitose [208, 209], mais participe également au
controle de I’activation des CDKs en G;/S et en phase S. Le statut de la phosphorylation sur

Tyr15 et Thr14 est contrdlé par une balance entre I’activité de kinases inhibitrices et celle de
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phosphatases activatrices (Figure 10). L’enzyme principale responsable de la phosphorylation
sur Tyrl5 est WEEI dont des homologues ont été identifiés chez tous les eucaryotes. Dans les
cellules en interphase, WEEl phosphoryle CDK1 sur la tyrosine 15 afin d’empécher
I’activation du complexe avant 1’entrée en mitose [211-213]. Une deuxiéme kinase, MIK1,
dont le rdle est partiellement redondant avec celui de WEEI, phosphoryle ¢galement CDK1
sur Tyrl5 chez la levure S. pombe [214, 215]. Les vertébrés possédent une autre kinase,
MYT]I, impliquée dans la phosphorylation de la Thr14 mais aussi de Tyr15 sur CDK1 [216-
218]. Elle appartient a la méme famille que WEEI et a la particularité d’étre associée aux
membranes [217, 218]. L’inhibition de CDK1/cycline B par MYT1 est réalisée a la fois par sa
phosphorylation inhibitrice et par une interaction stable entre le complexe et la kinase ce qui

le maintient dans le cytoplasme [219, 220].

b) Déphosphorylation

Une déphosphorylation activatrice des résidus Tyr15 et Thr14 des CDKSs est assurée
par les phosphatases de la famille CDC25 (Figure 10).

La phosphatase CDC25C contrdle I’entrée en mitose en activant le complexe

CDKl/cycline B.

Le géne de la protéine CDC25A est activé en phase G; suite a une stimulation
mitogénique [221]. CDC25A est un facteur de régulation positif de la prolifération capable de
diminuer la durée de la phase G; en agissant directement sur CDK2 [222]. La phosphatase
CDC25A régule la transition G;/S et la progression en phase S en déphosphorylant les
complexes CDK2/cycline E et CDK2/cycline A. Elle participerait également au contrdle de la
transition G,/M.

Le point d’exécution de la phosphatase CDC25B est plus controversé puisqu’elle
pourrait agir soit en phase G; et a la transition G,/M, soit en phase S. De méme, sa ou ses

cibles n’ont pas encore été clairement identifiées (Figure 7).

51



Thrlel Tyr1l5 Thrl4

CVCIirIEB Y CDK1

Thriel Tyr15 Thrl4

Complexe inactif

ATP ®

PP2A et/ou PP2C

CAK ADP
Thrl6l Tyr15 Thrl4

Cycline B

Complexe actif

hrlel Tyr15 Thrld

® T
CDC25 Weel, MYT1 Inactive

® ® ®

Thrlel Tyr1l5 Thrl4

vc el

Dégradation

Cycline B

Complexe inactif

Figure 10 : Activation/inactivation du complexe CDK1/Cycline B par phosphorylation.

Une fois le complexe CDK1/cycline B formé, il subit différentes phosphorylations. La premiére est la phosphorylation par
la CAK sur Thr161, ce qui active le complexe. Puis, ce sont les kinases Weel et MYT1 qui phosphorylent CDK1 sur Thr14
et Tyrl5. Le complexe est alors inactif. Son activité est restaurée par I’action d’une phosphatase a double spécificité de la
famille CDC25. Le complexe peut également étre inactivé par la dégradation de la cycline puis par déphosphorylation de
CDKI1 sur la Thr161 par une phosphatase qui n’a pas encore été clairement identifiée (PP2A et/ou PP2C).
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11.2.4.4. Localisation spatio-temporelle
La localisation des complexes cycline-CDK au cours du cycle cellulaire est un élément
supplémentaire du contrdle de leur activité. Les mécanismes moléculaires engagés dans ce

contrdle sont encore trés mal connus [180, 223].

La localisation intracellulaire des complexes CDK/cycline dépend de la cycline
elle-méme. Les cyclines B et D et peut-étre d’autres cyclines sont régulées par un controle qui
les exporte du noyau. Ce controle a été bien étudié pour la cycline B qui est exportée du
noyau en interphase (cf. § 11.1.2.1). La phosphorylation de la cycline B pendant la mitose
inhibe son interaction avec les protéines d’exports et permet son accumulation dans le noyau
[224]. De cette facon, la cellule s’assure que les complexes CDK/cycline B sont actifs
seulement lors de la mitose et pas pendant les autres étapes du cycle cellulaire. Ceci empéche
une entrée prématurée en mitose ou la possibilité que les complexes CDK/cyclin B active la
phase S. Une expression forcée de la cyclin B et de CDK1 dans le noyau en G; déclenche

la phase S [225].

Les CKI sont également contrdlés par leur exportation du noyau ou ils vont agir
comme inhibiteurs des CDKs. L’enzyme AKT, une protéine kinase qui se trouve dans les
voies de signalisation des facteurs de croissances, phosphoryle les CKIs et stimule leur
exportation vers le cytoplasme: lieu de destruction par le protéasome apreés

ubiquitination [226].
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I1.3. Régulation moléculaire du cycle cellulaire

Pour les organismes eucaryotes vivants, il est indispensable que les différentes phases
du cycle cellulaire soient précisément coordonnées. Les phases doivent suivre un ordre
correct, et une phase doit étre terminée avant que la phase suivante ne démarre. Les erreurs de
coordination peuvent conduire a des altérations chromosomiques. Des chromosomes ou des
parties de chromosomes peuvent étre perdus, réarrangés ou distribués de manicre inéquitable
entre les deux cellules filles. Ces types d'altérations chromosomiques sont souvent observés
dans les cellules cancéreuses.

Pour assurer, d’une part, I’ordre immuable de la succession des quatre phases du cycle
(régulation du cycle), et d’autre part, I’obtention de deux cellules filles rigoureusement
identiques (surveillance de I'ADN), la cellule dispose de systémes de régulation hautement

perfectionnés.

Il existe une grande variété de facteurs mitogenes [227] qui agissent, en général, par
I’intermédiaire de récepteurs transmembranaires de type tyrosine kinases ou encore couplés a
des protéines G. Les protéines G de type Rho, Ras sont souvent modifiées de fagon post-
traductionnelle par prénylation du coté C-terminal. Ces prénylations, catalysées par une
farnésyl transférase et une géranylgéranyl transférase, sont essentielles pour le
fonctionnement de la voie de signalisation qui comporte 1’activation d’une cascade de
protéine kinases, de type MAP (« Mitogen-Activated Protein »), telle Rat/MEK1, Erk1/2 ou
bien PI3K/PDK1/AKT. Ces cascades conduisent a la stimulation de la transcription de
genes essentiels pour D’entrée en division, en particulier les génes codant pour les
cyclines D et les CDKs. L oncogene Myc est également impliquée dans I’entrée en G et a sa
progression. Myc forme un dimere avec la protéine Max, dimere qui active la transcription

des genes des cyclines D et E, de CDC25A, de CDK4, d’E2F (Figure 11) [228].
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Figure 11 : Régulation de la transition G¢/G;.
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Le début du cycle cellulaire nécessite la transcription d’un certain nombre de
geénes, tels ceux de la cycline D, leCIPl, p27*"* !et des genes sous le contréle des facteurs

de transcription de la famille E2F, comme la cycline E (Figure 12).

Les cellules sont maintenues en G; griace aux protéines de la famille du
rétinoblastome, pRb, p107 et p130 (« pocket proteins »). Ces suppresseurs de tumeurs
bloquent le cycle cellulaire en s’associant avec E2F. En effet, en complexe avec pRb, les
facteurs E2F, associés au co-facteur de transcription DP (« Dimerization Partner » [229],
restent inactifs. La protéine du rétinoblastome est une sorte de gardienne moléculaire qui

empéche la progression en phase G; [230].

Au début de Gy, la cellule contient le complexe Cycline D/CDK4 qui, une fois activé
initie la phosphorylation de pRb. Phosphorylée, pRb libére E2F qui sert alors de facteur
de transcription du géne de la cycline E [161, 231]. La fonction essentielle de la Cycline
D/CDK4 est donc d’activer, au début de la phase Gy, la transcription du geéne de la cycline E

intervenant dans la phase suivante du cycle.

Apres la synthése de la Cycline E, le complexe Cycline E/CDK2 pourra se former. Or,
ce nouveau complexe phosphoryle lui aussi pRb. Il commande donc, par boucle de rétro-
activation, Pamplification de la synthése de sa propre cycline. Lorsqu’elle est
hyperphosphorylée, pRb libére le facteur E2F qui stimule alors la transcription du gene de la

cycline suivante, la cycline A.

La famille E2F comporte des facteurs régulateurs de la transcription de plusieurs genes
requis pour la progression a travers le cycle cellulaire (par exemple les genes codant pour la
thymidine kinase ou pour les cyclines A ou E) ou impliqués dans la réplication de ’ADN
(geénes codant par exemple pour I’ADN polyméraser ou PCNA) [232-235]. E2F1, E2F2 et
E2F3 sont des activateurs transcriptionnels puissants controlés par pRb. E2F4 et E2F5

sont des activateurs plus faibles controlés par p107 et p130.

Une fois la cellule passée en phase S, les membres de la famille E2F sont inactivés.
Les complexes cycline A/CDK2 (mais pas les complexes cycline E/CDK2 qui n’ont pas
cette fonction) se lient aux membres de la famille E2F et phosphorylent DP, empéchant

ainsi leur liaison a PADN [236, 237].
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On comprend pourquoi les inhibiteurs naturels des CDKs, des familles INK4 et
CIP1/KIP, en maintenant pRb sous forme hypo-phosphorylée, donc liée a E2F,
constituent des inhibiteurs puissants du cycle cellulaire. L’inactivation de ces inhibiteurs

permet la progression de la cellule a travers la phase G; et la transition G,/S.
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p21CIP1

p27KIP1

Figure 12 : Régulation de la progression en G;.
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La préparation a la transition G;/S commence tout d’abord par I’assemblage d’un
complexe pré-réplicatif (pre-RC) (Figure 13). L’ORC (« Origin Recognition Complex »), un
complexe de six sous-unités (Orcl-6), lie ’ATP, puis se fixe sur I’ADN au niveau des
origines de réplication. L’ORC recrute ensuite deux facteurs essentiels, cdc6 (une ATPase) et
Cdtl (un facteur de transcription). Ces deux facteurs essentiels interviennent ultérieurement
pour permettre I’accrochage des six protéines (MCM2-7) du complexe MCM (« Mini-

Chromosome Maintenance »).

pre-RC

ADN

Figure 13 : Mise en place des complexes pré-réplicatifs en fin de phase G,.
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Quatre mécanismes importants empéchent que plusieurs mécanismes réplicatifs se

succedent en phase S, G; et M (Figure 14).

Tout d’abord, les CDKs actives phosphorylent trois substrats, MCM, cdc6 et ORC,
empéchant ainsi la formation de nouveaux complexes pré-réplicatifs. La phosphorylation de
cdc6 par CDK2 I’inactive en provoquant sa dégradation ou son export hors du noyau. Par
ailleurs cdtl est la cible de la géminine, un inhibiteur naturel de réplication qui apparait des le
début de la phase S et qui reste présent pendant S, G, et M. Enfin la présence de I’enveloppe

nucléaire contribue a I’inhibition de la re-réplication.

pre-RC

Cyclines

Figure 14 : Mécanismes d’inhibition de la re-réplication pendant les phases S, G, et M
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Plusieurs protéines et complexes protéiques doivent s’associer aux complexes pré-
réplicatifs afin que la synthése d’ADN puisse commencer (Figure 15). La prot¢ine MCM10/
Dna43 se fixe tout d’abord au complexe pré-réplicatif. La kinase cdc7 commence par activer
le complexe pré-réplicatif en fin de phase G,. La kinase CDK2/Cycline E intervient ensuite et
le complexe peut alors fixer cdc45, un facteur essentiel qui permettra I’accrochage de I’ADN
polymérase a. L’activité CDK2 est indispensable pour I’association de cdc45 a la chromatine.
Une ADN hélicase est alors activée au niveau des fourches de réplication, et les ADN
polymérases peuvent commencer a agir. La topologie de ’ADN est maintenue par I’activité

de plusieurs topoisomérases [238].

L’assemblage de la machinerie de synthése de ’ADN et ’initiation de son activité
sont donc controlés par deux kinases, cdc7 et CDK2. L’activité de cdc7 dépend de la
présence transitoire de Dbf4, comme [’activité des CDKs dépend de la présence transitoire
des cyclines. Le niveau de Dbf4 est maximal en phase S et est la résultante des activités de
syntheses protéiques et de destructions protéolytiques. Cette régulation de cdc7/Dbf4 explique
qu'on lui donne parfois le nom de DDK (Dbf4-dependent kinase) [239]. Cdc7/Dbf4
phosphoryle essentiellement les protéines MCM, en particulier MCM2. Le recrutement de
CDK2 aux origines de réplications se fait graice aux ORC et a cdc6. L’activité CDK est
indispensable a la réplication de ’ADN, mais la plupart des substrats qui doivent étre
phosphorylés restent encore inconnus. CDK2/Cycline E phosphoryle p27*"!, ce qui stimule
son ubiquitination par Skp1/Skp2, et conduit a sa destruction par le protéasome, contribuant a

la transition G;/S [182].

Protéasome
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Figure 15 : Régulation de la transition G,/S.
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Les mécanismes moléculaires de la réplication de I’ADN sont complexes et dépassent

le cadre de ce chapitre. Nous ne les décrirons que trés brievement (Figure 16) [240].

La réplication de I’ADN est catalysée par ’ADN polymérase, une enzyme qui utilise
un brin d’ADN comme base de synthése (« template ») de 1’autre brin par additions
successives, sur I’extrémité 3°, de nucléotides complémentaires fournis par les précurseurs
dATP, dTTP, dGTP et dCTP. L’¢longation de la chaine d’ADN se fait donc dans le sens
5’->3’. Dans la cellule, la réplication de la molécule d’ADN double brin se fait dans une
structure en forme de « Y », la fourche de réplication (« replication fork »). Celle-ci progresse
graduellement le long de la double hélice parentale, générant deux doubles hélices filles
derriere elle, formant les deux bras du « Y ». Chacune avance dans une direction chimique
différente, 3’55’ et 5’>3°. L’ADN polymérase ne fonctionne que sur un des brins, dans le
sens 5’23’ (« leading strand »). La synthése de I’ADN sur 1’autre brin (3°>5°, « lagging
strand ») fait donc appel a un autre mécanisme. En effet, sur ce brin, ’ADN polymérase
produit de longues séries de fragments, les « fragments d’Okazaki », qui sont ensuite reliés les
uns aux autres par une ADN ligase. Parmi les nombreuses protéines qui interviennent (au
moins 27 au niveau de la fourche de réplication), mentionnons simplement I’ADN hélicase,
qui déploie la double hélice et ’ADN primase qui produit les amorces pour les fragments

d’Okazaki.
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Figure 16 : Phase S, réplication de I’ADN.
(Adapté de Alberts B., 2003 [240] et Meijer L., 2003 [179])
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Les complexes cycline A/CDK2 et cycline B/CDKI1 (aussi appelé le MPF : meiosis
promoting factor) contrdlent la progression au travers de la partie du cycle cellulaire

indépendante des facteurs extracellulaires.

La synthése de la cycline A débute vers la point de restriction et I’activation du
complexe cycline A/CDK2 est réalisée lors de la fin de la phase G; et atteint son maximum au

début de la phase S.

L’activité de cycline A/CDK2 est essentielle au bon déroulement de la phase S. La
quantité maximum de cycline A/CDK2 correspond au début de la réplication de I’ADN [241].
Il a ét¢ montré in vitro que le complexe cycline A/CDK2 controle I’activité des enzymes
ADN polymérases apres 1’association des complexes de réplication, lors de I’initialisation de
la réplication de I’ADN, probablement en phosphorylant des ¢léments du complexe de I’ADN
polymérase dont le PCNA [242].

11.3.7.1. Généralités

La phase M comporte les phases classiques décrites essentiellement sur la base de la
morphologie des chromosomes et de 1’enveloppe nucléaire, phases décrites il y a plus de cent
ans.

Une nouvelle nomenclature, s’appuyant sur les événements moléculaires qui
controlent et accompagnent ces événements morphologiques, a été proposée [243] (Figure
17). Elle comporte cinq transitions, chacune étant caractérisée par P’activité de protéines
kinases bien particuliéres et par la succession de destructions protéolytiques de certains
substrats :

e La transition 1 chevauche la fin de G, et la plus grande partie de la prophase. Elle est
caractérisée par D’activité des kinases CDK/cycline A, Plkl, Aurora-A. Pendant cette
période CDK1/cycline B est inactive et cytoplasmique.

e La transition 2 est caractérisée par I’activation de CDK1/cycline B par CDC25 et sa
translocation vers le noyau, suivie par la rupture de I’enveloppe nucléaire.

e La transition 3 correspond bien a la prométaphase. Un certain nombre de critéres comme
I’attachement des kinétochores au fuseau, 1’activation de 1’« Anaphase Promoting
Complex » (APC/cdc20) modulé par I’attachement des microtubules au kinétochore,
doivent étre satisfaits pour que la mitose se termine. La cycline A est détruite a ce stade,

alors que la cycline B reste présente.
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e La transition 4. Au cours de cette phase, les kinétochores étant tous reliés a des
microtubules, cdc20 n’est plus inhibée par MAD?2 (« Mitotic Arrest Deficient 2 »), et peut
donc activer complétement ’activité de ’APC. L’APC peut donc s’attaquer d’une part a
la sécurine, conduisant a la disjonction des chromatides, et, d’autre part, a la cycline B,
permettant I’entrée en télophase [244].

e La transition 5 est caractérisée par le fait que, la cycline B étant détruite, CDKI1 est
inactivée et une nouvelle enveloppe nucléaire peut se reformer. La cytokinése a lieu, et la
cellule se retrouve en interphase. Cdc20 est dégradée et remplacée par cdhl (ou hctl, «
fizzy-related protein ») qui se lie a I’APC, permettant la dégradation de nouvelles
protéines, telles Aurora-A et Tome-1. APC/cdhl reste présent dans la cellule jusqu’a

I’entrée dans le prochain cycle de division.
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Figure 17 : Nouvelle nomenclature de 1a Mitose, s’appuyant sur les événements moléculaires.
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1.3.7.2. Les transitions Go/M et prophase/métaphase

La transition prophase/métaphase, souvent abusivement nommeée transition Go/M, est
controlée par la kinase CDK1/cycline B formant le MPF (Maturation Promoting Factor). En
G, début de prophase, CDK1 est présente sous forme monomérique inactive. Puis, au fur et a
mesure de la synthése de cycline B, le complexe CDK1/cycline B s’accumule pour atteindre
un niveau maximal en prophase. Le complexe cycline B/CDK1 s’assemble au fur et a mesure
de la synthése de la cycline B dans le cytoplasme mais n’est actif qu’apres sa translocation

dans le noyau durant la prophase de la phase M.

Tout au long des phases S et G,, le MPF est conservé dans le cytoplasme sous une
forme inactive par la phosphorylation de CDK1 sur les résidus Thr14 et Tyr15 catalysée par la
protéine kinase Weel (phosphorylation de Thr14) et Mytl (phosphorylation a la fois de Thr14
et Tyrl5). En revanche la Thr161, dont la phosphorylation est indispensable a 1’activité de la
kinase, est phosphorylée par CDK7/cycline H/Matl (CAK).

Quatre mécanismes sont responsables de 1’activation du MPF lorsque la cellule est

préte a entrer en phase M (Figure 18).

Tout d’abord les kinases inhibitrices Weel et Mytl sont inactivées par
phosphorylation par les kinases PKB/AKT et p90RSK. De plus, Tome-1 (« trigger of mitotic
entry »), associé¢ a Skpl, est responsable de la dégradation rapide de Weel par protéolyse en

finde Gy ;

Parall¢lement, les deux résidus inhibiteurs, Thr14 et Tyrl5, sont déphosphorylés par
les phosphatases CDC25. Les fonctions respectives de chacune des trois CDC25 n’ont pas
encore ¢ét¢ clairement ¢établies. Il semblerait que CDC25B amorce [’activation de
CDKl/cycline B. CDC25C est ensuite activée par phosphorylation par, d’une part,
CDKl/cycline B, générant ainsi un systéme d’auto-amplification, et d’autre part, PLKI.

CDC25A est stabilisée par phosphorylation par CDK1/cycline B.

La cycline B est phosphorylée par diverses kinases, ce qui est indispensable a

I’interaction entre CDC25 et CDK1, donc a I’activation de la kinase.
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Le complexe CDK1/cycline B migre dans le noyau, ou il trouve la plupart de ses
substrats (lamines, nucléoline, condensine, par exemple). Les interactions de la cycline Bl
avec la cycline F et I'importagulg¢htrla localisation nucléaire du complexe

CDKl/cycline B.
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Figure 18 : Contrdle de la transition G,/M.
11.3.7.3. Condensation des chromosomes

La condensation des chromosomes est parmi les premiers événements morphologiques
de la division qui aient ét¢ décrits (Figure 19). La condensine, un complexe constitué¢ de 5
sous-unités, est le principal responsable du phénoméne de condensation chromosomique. Ses
sous-unités sont, chez I’homme, hCAP-C, hCAP-E, hCAP-D2, hCAP-G et hCAP-H. Elles
sont trés bien conservées chez les eucaryotes et ont une nomenclature complexe. La
condensine conduit une seule réaction : le super-enroulement, ATP-dépendant, de la molécule
d’ADN dans des conditions topologiques définies. L’activit¢ CDKl/cycline B est
indispensable pour le fonctionnement de la condensine et pour sa modification post-

traductionnelle par SUMOylation*. L’interaction topoisomérase II/CDK1 semble également

"La SUMOylation est une modification post-traductionnelle aboutissant a la liaison covalente d'une ou plusieurs
protéines SUMO sur une lysine acceptrice d'une protéine cible. A ce jour, quatre protéines SUMO ont été
caractérisées (SUMO-1, -2, -3 et -4). Le processus de SUMOylation est trés proche biochimiquement de celui de
I'ubiquitination, notamment en impliquant une cascade similaire d'enzymes. En revanche, alors que
'ubiquitination entraine principalement la dégradation de la protéine ciblée par le protéasome, la SUMOylation
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étre impliquée dans la condensation des chromosomes sans nécessiter pour autant I’activité
catalytique de CDK 1. Enfin la phosphorylation de I’histone H3 (et de CENP-A, son variant au
niveau des centromeres) par la kinase Aurora-B est également directement impliquée dans la
condensation chromosomique. La déphosphorylation de 1’histone H3 commence dés la sortie

de métaphase et s’acheéve en télophase juste avant la décondensation visible de la chromatine.

- Histone H3
CENP-A \
—> Histone H1 > Condensation des
—> Condensiné ——— chromosomes

Figure 19 : Régulation de la condensation de la chromatine.

11.3.7.4. Le fuseau mitotique

Les microtubules sont des assemblages non covalents d’hétérodimeres de tubulinea et
B. En fin de prophase on assiste a une redistribution spectaculaire de la tubuline intracellulaire
qui s’organise en un fuseau de microtubules orientés perpendiculairement au futur plan de
clivage. Les sous-unités des microtubules sont en fait dans un état d’« instabilité dynamique
», c’est-a-dire constamment en polymérisation (« plus end ») et dépolymérisation (« minus
end »). Ces deux états dépendent d’un grand nombre de facteurs (GTP/GDP, magnésium,
température) et de protéines régulatrices. On distingue les protéines qui stabilisent les
microtubules, les « microtubule associated proteins » (MAPs : MAP1, MAP2, MAP4) et les
protéines qui déstabilisent les microtubules, stathmine (Opl8), katanine, « Mammalian
Centromere-Associated Kinesin » (MCAK), etc. Parmi les protéines motrices, Eg5, Klp2,
Mklpl, CENP-E sont des « kinésines » actives du c6té « plus » des microtubules, alors que

HSET et la dynéine cytoplasmique sont des protéines motrices situées du coté « moins ». Les

semble plutét réguler les propriétés biochimiques des protéines cibles (trafic intracellulaire, interaction
protéique, interaction ADN-protéine, activité transcriptionnelle...). De plus, quelques exemples démontrent que
la SUMOylation de certaines protéines antagonise leur ubiquitination.
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microtubules sont par ailleurs la cible d’un grand nombre de molécules antimitotiques qui

agissent soit en stabilisant soit en déstabilisant les microtubules.

Les microtubules se répartissent en un fuseau mitotique sous le contrdle des
centrosomes dupliqués. Les chromosomes établissent une connexion avec les microtubules
qui émanent des pdles du fuseau. Cette connexion se fait au cours de la rencontre entre les
microtubules et une structure associée au chromosome appelée kinétochore. Tous les
chromosomes doivent €tre attachés et correctement alignés avant de pouvoir étre répartis en
deux lots identiques. Les chromosomes s’organisent au centre du fuseau en une « plaque
métaphasique » caractéristique. Puis, tirés par chacun des pdles du fuseau, les chromatides

sceurs vont se diriger vers les pdles du fuseau et se répartir en deux lots identiques.
11.3.7.5. Contréle de I'attachement des chromatides aux microtubules

Un systeme de controle (« spindle assembly checkpoint » ou « mitotic checkpoint »)
permet la vérification de ’attachement des chromosomes au fuseau et empéche la cellule
d’entrer en anaphase tant que tous les chromosomes ne sont pas correctement orientés en une
plaque métaphasique (Figure 20) [245]. Le mécanisme fonctionne méme lorsqu’un seul
chromosome n’est pas a sa place. Ce systeme de controle couple les kinétochores non-
attachés a I’APC, le complexe responsable de I’achévement de la mitose. En résumé, Mad2,
un ¢élément sensible a DI’attachement des microtubules au kinétochore, a pour propriété
principale de séquestrer cdc20, la sous-unité adaptatrice de I’APC. L’interaction Mad2/cdc20
semble étre régulée par les kinases des familles Bub, Plk1 et Aurora, sans que les détails de
ces régulations soient bien connus. Dés que tous les kinétochores sont attachés aux
microtubules, cdc20 est libéré de Mad2, et peut donc activer APC. L’entrée en anaphase peut

alors avoir lieu.
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Figure 20 : Contréle de I’attachement des chromatides aux microtubules.
« spindle assembly checkpoint »

11.3.7.6. Contréle de l'orientation du fuseau et transition anaphase/télophase

La poursuite du cycle cellulaire en télophase dépend du « mitotic exit network », un
groupe de protéines qui permet le relargage de la phosphatase Cdc14 (une protéine localisée
en interphase dans le nucléole) et son activation. Cette phosphatase déphosphoryle et active
cdhl, contre-balangant la phosphorylation et I’inactivation par CDK1/Cycline B. Cdhl
interagit alors avec APC. Le complexe APC/cdhl actif permet la destruction sélective de

certains substrats, permettant ainsi le passage en télophase et 1’achévement de la mitose.

Un systeme de contrdle (« spindle orientation checkpoint »), principalement connu
chez la levure, permet la vérification de I’orientation correcte du fuseau [244]. Lorsque le
fuseau n’est pas correctement orienté, le « mitotic exit network » est inhibé, la phosphatase
cdc14 reste inactive, et, en conséquence, cdhl reste phosphorylée et incapable d’activer APC.

La cellule reste bloquée en anaphase (Figure 21).

68



-:-’ mitotic
]
\ network Cycline B

Mauvaise
orientation du
fuseau mitotique

Séparation des
chromatides
Figure 21 : Contrdle de ’orientation du fuseau mitotique.
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11.3.7.7. Séparation des chromatides et la transition métaphase/anaphase

Apres la réplication, les deux copies homologues du génome, les chromatides, restent
associées grace a des complexes protéiques connus sous le nom de cohésines. En métaphase
la cohésine est phosphorylée par Plkl, elle devient alors sensible a la dégradation
protéolytique. En début d’anaphase la cohésine est détruite par une caspase particuliére, la
séparase, elle-méme phosphorylée, permettant ainsi la séparation des chromatides. Celles-ci

sont tirées vers les pdles du fuseau par les microtubules, au niveau des kinétochores.

La séparase est maintenue sous forme inactive par association avec une autre protéine,
la sécurine. L’APC (« Anaphase Promoting Complex ») ou cyclosome, un complexe d’au
moins 11 sous-unités, présente une activité¢ ubiquitine ligase lorsqu’il s’associe avec cdc20
[246]. Le complexe APC/cdc20 induit I’ubiquitination de la sécurine, conduisant a sa
destruction protéolytique par le protéasome. C’est la destruction de la sécurine par le
protéasome qui conduit donc a DI’activation de la séparase. Une séparase active est ainsi
libérée. Ceci conduit a la dissociation du complexe cohésine et a la séparation des

chromatides.
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Plusieurs phosphorylations essentielles sont impliquées dans ce processus de
séparation des chromosomes. La phosphorylation de la cohésine (sous-unité Sccl) par la
kinase Plkl1 la rend particuliérement sensible a la séparase. La phosphorylation de ’APC par
CDKl/cycline B contribue a son activation. Enfin, la séparase, quant a elle, doit également

étre phosphorylée par CDK1/cycline B pour devenir active (Figure 22).

Si APC/cdc20 conduit a la destruction de la sécurine, celle-ci n’est pas son unique
substrat. En effet, le complexe est également en partie responsable de la destruction de la
cycline B, un événement qui a plusieurs conséquences physiologiques importantes, dépendant

toutes directement de la chute de 1’activité CDKI : la disparition du fuseau, le déclenchement

de la cytokingse, la transition vers la phase G; [244].

sécurine

Séparation des
chromatides

Figure 22 : Régulation de la séparation des chromatides au cours de ’anaphase.
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11.3.7.8. La cytokinese

La cytokinese est I’étape finale de la division qui conduit a I’individualisation des
deux cellules-filles [247]. Elle est caractérisée par la mise en place d’un anneau contractile
contenant de I’actine, de la myosine et d’autres protéines (Figure 23). L’anneau se contracte
au niveau équatorial du fuseau mitotique en une zone dense (« mid-body »), ou se
chevauchent les microtubules émanant des deux poles du fuseau. Il se referme ensuite entre
les deux cellules-filles. L’anneau d’actomyosine se met en place au niveau du cortex
¢quatorial de la cellule. La myosine constitue le moteur de cet anneau. Parmi les protéines
associées a l’anneau contractile on trouve les septines, des protéines a domaine FCH
(« FER/CIP4-Homology ») de type cdcl5, les protéines de la famille IQGAP («IQ motif
containing GAP homolog ») et des GTPases des familles Rho, Rac et cdc42, la kinase citron.
Leurs fonctions, leur régulation, 1’ordre de succession de leur intervention et leur
interdépendance restent encore trés mal connus. De toute évidence la cytokineése doit étre
parfaitement synchronisée avec le cycle nucléaire. Elle n’est possible que lorsque les deux
lots de chromosomes sont répartis de facon symétrique entre les deux futures cellules-filles.
Trois familles de kinases participent a ce controle, les CDKs, la kinase Plkl et la kinase
citron. L’inactivation de CDK1 est indispensable au déclenchement de la cytokinese, car
CDKI1 inhibe la myosine en phosphorylant la chaine 1égére de la myosine (« MRLC, Myosin
Regulatory Light Chain »), mais probablement aussi d’autres substrats. Plkl pourrait
contribuer au déclenchement de la cytokiné€se en participant a la destruction de la cycline B et
donc a DI’inactivation de CDK1. Le mécanisme d’action précis de la kinase citron n’est pas
encore connu.

Certaines protéines migrent des centroméres au centre du fuseau (« midzone ») en
début d’anaphase. Collectivement appelées « chromosomal passenger proteins », elles
comportent la protéine INCENP (« inner centromere protein »), les kinases Aurora-B et Plkl1,
la survivine et les kinésines, protéines motrices des microtubules. Ces protéines sont
indispensables au déroulement de la cytokinese. Cependant le couplage entre ces protéines et
celles de I’anneau contractile reste globalement inconnu. La cytokinese implique également le
trafic intracellulaire, la sécrétion, et/ou le recyclage membranaire. Son achévement est associé

a une fusion de vésicules membranaires.
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Figure 23 : Régulation de la cytokinése.
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I.4. Un cycle de destruction protéolytique

Le cycle cellulaire peut étre vu comme un cycle coordonné de synthéses, d’activations
transitoires et de destructions protéolytiques [248]. La dégradation spécifique des protéines se
fait par le protéasome, un complexe macromoléculaire d’au moins 44 sous-unités protéiques.
Pour étre pris en charge par les protéases du protéasome, la cible protéique a dégrader doit

étre ubiquitinée.

La dégradation spécifique des protéines via ce systtme implique deux étapes
successives (Figure 24). Premi¢rement, une modification post-traductionnelle des protéines
cibles consistant en une fixation covalente sur la chaine latérale de certaines lysines de
plusieurs molécules d’ubiquitine, un peptide signal de 8 kDa. Ensuite, les protéines
conjuguées a ’ubiquitine sont reconnues par une protéase multicatalytique, le protéasome
26S. La machine enzymatique responsable de 1’ubiquitination des protéines nécessite au
moins deux entités catalytiques différentes, E1 (ubiquitin activating enzyme) et E2 (ubiquitin-
conjugating enzyme). L’ ubiquitine est initialement conjuguée a E1 par une liaison thioester
entre son groupe carboxyle C-terminal et une chaine cystéine dans le site actif de 1’enzyme.
La formation de ce lien nécessite une molécule d’ATP. Une réaction de trans-estérification
passe alors 1’ubiquitine activée vers un résidu cystéine du site actif de E2 qui peut alors
transférer 1’ubiquitine sur la protéine cible [249]. Ce mod¢le de base est suffisant in vitro mais
une troisiéme enzyme, nommée E3 (ubiquitin ligase), est nécessaire a la catalyse de la poly-
ubiquitination in vivo. C’est elle qui donne sa spécificité d’action au systeme. Une quatriéme
enzyme, E4, identifiée chez la levure [250], ne semble nécessaire qu’a 1’¢longation de chaines
d’ubiquitine dans certains cas précis, suggérant que le fonctionnement des voies

protéolytiques ubiquitine dépendantes n’est pas encore complétement compris.

ATP AMP + PPi

0] O 0O
Il E f' | I
Ubh— C — OH E1—-S—C— Up —Pp E2—S— C — Ub Protéine
El1 — SH E2 — SH
nx
E3
Peptides ADP + PPi
(Ub)n ¢ \— v Protéine — (Ub)n
Protéasome 265

Figure 24 : Réactions enzymatiques principales de la protéolyse protéine spécifique ubiquitine dépendante.
(D’apres Hershko A.,1997 [251], Zachariae et al., 1999 [252] et Kornitzer et al,. 2000 [249])
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E3 regroupe sous le méme nom une famille de complexes enzymatiques dont 4
membres sont actuellement connus [249] : APC, (Anaphase Promoting Complex aussi appelé
cyclosome) activé par c¢dc20 ou par cdhl [246], E30/E3p, prdatines a domaines HECT
(« Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus») et SCF (Skpl-Cdc53/cullin-F-box
protein) activé par la « F-box protein » Skp2 [248]. L’ubiquitination par SCF nécessite la
phosphorylation du substrat, 1’activit¢ de I’APC est modulée par la phosphorylation du
substrat et la présence de protéines ancillaires permettant la liaison au substrat, ’activité de
HECT dépend aussi de protéines ancillaires et/H3B est actide constitutivement a
I’encontre de ces substrats spécifiques. Cependant, seuls les complexes SCF et APC sont
connus comme ¢étant impliqués dans la dégradation de protéines de régulation du cycle

cellulaire chez les mammifeéres.

L’APC/cyclosome, actif de la fin de la phase G, au milieu de la phase G; et le
complexe SCF, actif du milieu de la phase G; jusqu’au début de la phase G, sont constitués
de multiples sous-unités (Figure 25).

Ubiquitination par Ubiquitination par le

le complexe SCF complexe APC/cyclosome
(pzr] n
= m m Tome-1

Protéasome > P <‘] < Protéasome |

Figure 25 : Régulation du cycle cellulaire par la voie ubiquitine/protéasome.
(Adapté de Nakayama et al., 2001 [248])

Skp2 (F-box)

I1 existe de nombreuses cibles des voies ubiquitines dépendantes parmi les protéines
régulatrices de la prolifération cellulaire. La destruction de ces substrats est indispensable
pour la progression du cycle. Les principaux substrats qu’ils ubiquitinent, et ainsi conduisent a

la destruction, sont indiqués dans la Figure 25.
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La protéine p27""" est détruite en fin de G;, permettant I’activation de CDK2. La
destruction de la kinase Weel, par I'intermédiaire de Tome-1, contribue a 1’activation de
CDKl/cycline B. La destruction de Tome-1, en fin de phase M, permet la réapparition de
Weel, et donc I’accumulation en G; de CDK2 inactive. La destruction de la sécurine est
primordiale dans la transition métaphase/anaphase puisque sa destruction permet la libération
de la séparase et la destruction du complexe cohésine. Depuis 1991, il est connu que la
destruction de la cycline B (acteur principal du controle de la transition G,/M), qui permet
I’inactivation de CDKI1 et la poursuite du cycle cellulaire au-dela de la métaphase, est
importante [126]. De méme, p53, les facteurs de transcription c-jun et c-fos, c-myc, les -

caténines sont dégradés par le protéasome 26S [249].

Le SCF contrble la dégradation de protéines lorsque celles-ci ont été¢ phosphorylées
sur des sites spécifiques. La cycline E est phosphorylée par autophosphorylation en Thr380
[125]. La cycline D1 est phosphorylée en Thr286 [117]. La protéine p27*""', inhibiteur de
cycline E/CDK2 est phosphorylée en Thr187 par ce méme complexe [253, 254]. Les autres
substrats de SCF comprennent la B-caténine [255], E2F [256], p53, c-jun et c-fos, c-myc [249]
et la cycline A [257].

L’APC/cyclosome intervient lui dans le contrdle de la fin du cycle cellulaire et
participe a la dégradation des cyclines B a la fin de la phase M [141]. La spécificit¢ de APC
montre deux niveaux de régulation (i) les protéines associées a I’APC lui permettent de lier
spécifiquement ses substrats. C’est la liaison de Hctl/Cdhl qui permet a APC de dégrader la
cycline B. L’activité¢ de Hct1/Cdhl est elle-méme inhibée par phosphorylation suivant I’action
de la kinase Cdc28 et la phosphatase Cdc14 [258]. (i) Phosphorylation activatrice de APC par
le complexe Cycline B-CDK1 [259].
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II.5. Le contrdle de I’état de ’ADN
Lorsque I’ADN est endommagé, des mécanismes complexes sont activés. Ils
conduisent a un arrét du cycle cellulaire et permettent a la cellule soit de réparer cet ADN
endommagg, soit, si les dommages sont trop importants, d’enclencher un programme de mort
cellulaire [260]. Plusieurs niveaux d’arréts sont possibles. On parle ainsi des « Gy/S
checkpoint » lorsque ’entrée en phase S est bloquée jusqu’a réparation de I’ADN endommagé¢
(blocage de CDK2) et de « G; DNA damage checkpoint », lorsque I’arrét a lieu avant I’entrée
en phase M (blocage de CDK1). Ils impliquent deux kinases appartenant a la famille des
« phosphoinositide 3-kinase-like kinases » (PIKKs) : ATM (« Ataxia Telangiectasia Mutated
») et ATR (« ATM- and Rad3-related »). La kinase ATM [261] est activée en réponse aux
radiations ionisantes et aux coupures double-brin, alors que les UV et les erreurs de

réplications activent plutot la kinase ATR.
Schématiquement, les kinases ATM et ATR ont au moins deux types d’effets. Tout
d’abord (Figure 26) elles phosphorylent et activent les kinases Chk2 et Chkl qui, elles,
phosphorylent et inactivent les phosphatases CDC25A et CDC25C. En conséquence, CDK2 et

CDK1 restent inactives, et le cycle cellulaire est arrété, respectivement, en G|/S et en Go/M.

Dommages a I'’ADN
| |

uv 1 1 Radiations ionisantes

Erreurs de réplicationl | Coupure ADN
1 1
A4 Y

CDC25A CDC25C

cake ko % Cdk1
Cycline E Cycline B

G1

Figure 26 : Le controle de I’état de ’ADN et blocage en G; ou en G,.
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Par ailleurs, ATM agit également par la voie p53-dépendante (Figure 27). Le
suppresseur de tumeur p53 est un facteur de transcription activé sous I’effet de multiples
facteurs (endommagement de I’ADN, hypoxie, choc thermique, par exemple). Il est
responsable de I’induction d’un grand nombre de génes conduisant a des réponses multiples et
en particulier a un arrét du cycle cellulaire ou au déclenchement de 1’apoptose. Dans les
conditions normales, p53 se fixe au facteur MDM2 (« Murine Double Minute 2 », Hdm2 chez
I’homme), ce qui conduit a sa dégradation et explique la faible abondance de p53 dans les
cellules en bon état. En revanche, lorsque ’ADN est endommaggé, trois mécanismes
contribuent a une stabilisation trés marquée de p5S3 et, en conséquence, a une forte
augmentation de son activité transcriptionnelle. Tout d’abord, la kinase ATM est activée et
phosphoryle MDM2, inhibant I’interaction MDM2/p53, ce qui libére et stabilise ainsi p53. Par
ailleurs, ATM phosphoryle p53 (directement ou indirectement, par Chk2), renforcant sa
stabilité. Enfin, p53 induit la transcription du locus ARF du locus INK4A. La protéine p14°%*
se fixe sur MDM2 et induit sa dégradation rapide, renfor¢cant encore davantage la stabilisation

et I’accumulation de p53.

s G2
Cdk2 697 % Cdk1
Cycline E Cycline B
G1 M
L o |

:l\ a%
"~

| p21¢Pt I

Apoptose

Endommagementde 'ADN
Hypoxie
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Figure 27 : Fonctions de pS3 dans la réponse a ’endommagement de I’ADN.
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Le facteur de transcription p53 induit la synthése du CKI p21“"" qui se lie aux kinases
CDKs, et inhibe leur activité. L’arrét de prolifération cellulaire en G; ou en G, provient
essentiellement d’une induction de p21“"", et donc de I’inhibition de CDK2 ou de CDKI,

respectivement.

Suite a des dommages a ’ADN induits par différents stress, les cellules ont la
possibilité soit d’arréter leur croissance, de réparer leur ADN ou d’entrer en apoptose [262].
Les facteurs de transcriptions p53 et E2F1 sont tous les deux impliqués dans ce processus de
décision mais les mécanismes d’actions de ces deux protéines restent encore flous. Zhang et
al. ont proposé, via une simulation informatique, un model cinétique a quatre modules dans le
processus de décision en réponse a des dommages a I’ADN causés par des radiations
ionisantes [263]. Dans ce mode¢le, les niveaux de p53 et d’E2F1 sont pulsatiles. Lors d’un
dommage a I’ADN, p53 est le premier facteur de transcription a étre activé induisant la
synthése de p21“"'qui inactive E2F1 conduisant a 1’arrét du cycle cellulaire en phase G
[264]. Le choix entre survie et mort cellulaire est déterminé par le nombre de pulses de p53
dépendant de I’étendue des dommages a I’ADN. Lorsque les dommages sont réparables,
I’inactivation de p53 et I’activation de E2F1 permet a la cellule de survivre et de ré-entrer en
phase S. Si les dommages sont irréparables la coopération de p53 et d’E2F1 activés par les
facteurs de croissance initie I’apoptose. E2F1 induit 1’apoptose en initiant la surexpression de
facteurs proapoptotiques (comme Apaf-1), des cofacteurs de p53 ainsi que les procaspases 3 et
9 [265-267]. Dans les cellules non stressées, E2F1 est activé pour promouvoir la prolifération
cellulaire, tandis que la protéine AKT est activée pour inhiber I'activité¢ de p53. En effet AKT
induit la translocation nucléaire de MDM2 qui se fixe & p53 ce qui conduit a la dégradation
du facteur de transcription alors que p53 peut indirectement inactivé AKT par PTEN
(« Phosphatase and TENsin homolog ») [268, 269]. PTEN est un geéne impliqué dans le
controle tumoral, il participe a la régulation du cycle de division cellulaire en empéchant les
cellules de se diviser trop rapidement et de facon incontrdlée. Il a une action antagoniste a
PI3K « Phosphatidylinositol 3-kinases » un activateur d’AKT. Dans les cellules stressées,
AKT est rapidement désactivé par p53. L’arrét du cycle cellulaire induit par les pulses
transitoires de p53 est outrepassé¢ par ’activation d’E2F1 par les facteurs de croissances

présents dans le milieu. p53 et E2F1 cooperent alors dans le but d’initier I’apoptose.
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1.6. Sénescence réplicative

La sénescence réplicative est un état cellulaire viable distinct de I’arrét de croissance
temporaire et de la vraie sénescence qui conduit a la mort cellulaire [270]. Des études
réalisées par Hayflick dans les années 60 sur des cultures de fibroblastes diploides humains
indiquaient qu’au début de leur durée de vie, les cellules proliféraient vigoureusement en
réponse a des facteurs mitogéniques mais a I’approche de la fin de leur vie proliférative, elles
devenaient de plus en plus réfractaires aux stimulations mitogéniques [271, 272]. Des
passages répétés de cellules en culture démontraient une réduction de la densité cellulaire, une
diminution du pic de densité du plateau de la phase croissance, un déclin du nombre de
cellules synthétisant de I’ADN sur un temps défini et une augmentation graduelle du temps du
cycle cellulaire [273-277]. Le nombre de cellules en sénescence réplicative augmentaient
graduellement a chaque passage [276] et avait tendance a augmenter avec 1’age du donneur
[274, 278]. Le taux spécifique d’entrée en sénescence réplicative ainsi que ses voies de
transduction semblent différer entre les types de cellules et de tissus. Les descriptions
réalisées par Hayflick ont également été¢ observées dans d’autres types de cultures cellulaires
ainsi qu’in vivo suggérant que la sénescence réplicative est une caractéristique de 1’age

cellulaire [275, 278, 279].

Bien que les détails des voies conduisant a la sénescence réplicative ne soient pas
clairement définis, certaines modifications cellulaires semblent importantes dans la médiation

de cet arrét comme I’augmentation de I’expression de p21<""! et/ou p16™**. La protéine

1“"! a été identifié¢ comme un inhibiteur de la synthése d’ADN dans les cellules

p2
sénescences [280]. Cet inhibiteur joue un role dans la différenciation et la sénescence
réplicative dans de nombreux types cellulaires [281] [282] [283]. Une diminution importante

de I’expression de marqueurs de différenciation a été observée avec la baisse d’expression de

19! chez des souris knockout pour ce géne [284]. Le taux relatif de la protéine p21 est

p2
augmenté de 10 a 20 fois dans les fibroblastes diploides humain en scénescence comparé a
des cellules prolifératives de plus, les cellules dépourvues de p21“™" peuvent temporairement

sortir de sénescence [285]. Bien que p21<™"

soit connue pour étre un médiateur de 1'apoptose
induite par p53, il semble que l'expression accrue de la protéine dans la sénescence réplicative

soit p53-indépendante et ne conduit pas spécifiquement a I'apoptose [286].
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Des études moléculaires ont démontré le role de p16™<** dans le développement de la
sénescence réplicative [287, 288]. Dans des cellules prolifératives, 1’expression ectopique de
p16™%* [289, 290] ou Iintroduction de p16™*** dans ces cellules par une protéine de fusion
[291] ou par des peptides TAT-pl6™** [292] induit I’arrét de la phase G; et le
développement d’un phénotype de sénescence. Dans les cellules en sénescence réplicative ou
dans lesquelles la sénescence a été induite par l'expression ectopique de p16™<*, la capacité
de proliférer peut étre restaurée par traitement des cellules avec des peptides inhibiteurs [289],
des oligonucléotides antisens [293, 294] ou par siRNA anti pl6™<* [295]. Bien que les
cellules en culture aient été utilisées pour de nombreuses études de la fonction de pl6™**, il
est clair qu'il fonctionne de maniére similaire in vivo. Dans des échantillons de rein humain,
les niveaux d’ARNm et de protéines sont corrélés avec 1’age des donneurs. L’expression de

Ki67 y est inversement corélé avec le niveau de la protéine p16™<* [296].

Le CKI p27"! est connu comme médiateur de ’inhibition de contact et du TGF-p et
n’a pas ¢€té considéré jouant un role dans la sénescence réplicative [297]. Une nouvelle voie a
¢té identifié¢e impliquant le suppresseur de tumeur PTEN qui inhibe PI3K
(phosphatidylinositole 3-kinase) [298, 299]. L’activation constitutive de la sous unité
régulatrice de PI3K, p85, est considérée étre oncogénique [300]. La perte de PTEN est
détectée dans de nombreux cancers humains. La surexpression de PTEN résulte dans la sur-

KIP1
7

régulation de p2 , principalement due a sa stabilisation contre sa dégradation par la voie

de I’ubiquitination/protéasome. Le traitement de cellules avec des inhibiteurs de PI3K

KIP1

accélere l'apparition de la sénescence et augmente les niveaux de p27™ °, suggérant que ce

CKI peut donc également jouer un réle dans la médiation de la sénescence réplicative.
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La Figure 28 résume le mode d’action des CKIs sur I’inhibition de la prolifération.
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Figure 28 : Schéma synthétique représentant la régulation de la phase G, par les complexes Cycline/CDK et les CKIs.

Le contréle central positif de la transition G,/S est réalisé au niveau de la régulation de I’activité du facteur de transcription
E2F qui est responsable de ’activation de geénes nécessaires durant la phase G, tardive et la phase S. L’activité de E2F est
régulé par la protéine suppresseur de tumeur rétinoblastome pRb [301]. Dans des cellules non réplicatives, pRb est li¢ a E2F
prévenant ’activation de ce dernier. Des stimulations mitogéniques induisent la synthése de cycline D1 qui se lie et active
CDK4 [302]. Le complexe Cycline D1/CDK4 phosphoryle spécifiquement pRb induisant des altérations dans les interactions
pRU/E2F activant ainsi E2F [291, 303]. La dérégulation de I’expression des membres de la famille E2F induit I’entrée en
phase S et outrepasse I’inhibition des inhibiteurs de la phase G; [304]. La Cycline E fait parti des nombreux génes régulés par
le facteur de transcription E2F, cette protéine de régulation se lie et active CDK2. Le complexe Cycline E/CDK2 phosphoryle
a son tour pRb créant un circuit d’autorégulation favorisant la progression vers la phase S. La régulation négative du cycle
cellulaire est médiée, au moins en partie, par I’activité des CKI. Deux familles de ces inhibiteurs contribuent a ’inhibition de
I’activité des CDKs nécessaires a la progression de la phase G; et S du cycle cellulaire. La famille des INK comprend
ple™Kaa 51 5INKID 5 gINKe "ot p19™R4  Ces protéines se fixent spécifiquement sur les CDK4 libres prévenant ainsi leur
liaison avec la cycline D1 et de ce fait leur activité kinase. Ils sont également en compétition avec la cycline D1 pour se lier a
CDK4 dans des complexes existant et ainsi dissocier les complexes Cycline D1/CDK4 [305]. La famille des CIP/KIP
comprend p21°™! p275P! et p5751P2 Ces inhibiteurs se fixent aux complexes Cycline D1/CDK4, Cycline E/CDK2 et sur
d’autres complexes kinases prévenant leur activation [163, 167, 169]. Les complexes Cycline D1/CDK4 peuvent agir comme
réservoir a la liaison des inhibiteurs de la famille CIP/KIP prévenant leur association avec les complexes Cycline E/CDK2.
L’accumulation des protéines INK entraine la perturbation des complexes Cycline D1/CDK4 conduisant la dissociation des
CIP/KIP des complexes Cycline D1/CDK4. Les CKIs CIP/KIP vont alors se lier aux complexes Cycline E/CDK2 causant
I’inhibition de leur activité kinase [306].
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lll. CELLULES ENDOTHELIALES CORNEENNES HUMAINES NORMALES

lll.1. Absence de prolifération in vivo

Des études réalisées, en microscopie optique et électronique a transmission, sur le
développement embryonnaire oculaire chez les oiseaux [307] et les feetus humain [1, 307-
309] ont démontré que I’endothélium cornéen est issu de la migration de cellules
mésenchymateuses localisées a la périphérie de la cornée présomptive. Ces cellules
proliferent et migrent de fagon centralisée dans le stroma primaire situé entre 1'épithélium
cornéen et le cristallin formant ainsi la monocouche endothéliale [310]. Ces mémes études
suggerent que cette prolifération cesse deés la formation de contacts cellules-cellules [308,
309]. En 1979, Johnston et al. fournirent la preuve que les cellules mésenchymateuses
formant 1'endothélium cornéen dérivent de la créte neurale chez les oiseaux [311]. L’ origine
de I’endothélium cornéen humain issu de la créte neurale est fortement suggérée par des
¢tudes d’immunolocalisation qui ont démontrées 1’expression d’énolase neurones-spécifique,

de la protéine S-100 et de N-CAM dans ces cellules [312-314].

Il est largement admis qu’une fois la monocouche endothéliale mature formée, ces
cellules cessent de proliférer et de migrer et ce tout au long de leur durée de vie. L’avantage
pour les performances du systéme visuel d’un tel phénomene reste encore un mystere. Il est
¢galement a noter qu'a 1'exception des cellules basales épithéliales de la cornée, la plupart des
cellules directement dans l'axe visuel ne se divisent pas normalement [315, 316]. Nous
pouvons donc conjecturer que la prolifération des cellules endothéliales (CE) directement
dans la trajectoire de la lumiere doit en quelque sorte étre désavantageux pour le maintien de
l'acuité visuelle optimale. Nous verrons dans les sections suivantes (i) que les CE ne
proliferent plus ou, en pratique, plus de maniére significative in vivo aprés la formation de la
monocouche endothéliale, (ii) que I'élargissement et la migration cellulaires sont les
principaux moyens de réparation de 1’endothélium et (iii) qu’une perte cellulaire excessive
méne a la décompensation cornéenne oedémateuse et a une baisse irréversible de 1'acuité

visuelle.
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Des analyses de la densité cellulaire endothéliale (DCE) fournissent la preuve que,
apres la formation de la monocouche, 1’endothélium cornéen humain ne peut normalement
pas se régénérer in vivo a un taux suffisant pour remplacer les cellules mortes ou blessées.
Murphy et al. ont constaté que le nombre de CE présent a la naissance est trés semblable a
celui mesuré au cours du deuxiéme trimestre du développement feetal. La prolifération
cellulaire cesserait donc du deuxiéme trimestre [317]. Durant le développement feetal tardif et
au cours de la petite enfance, la DCE diminue a un rythme relativement rapide en raison
principalement de I’augmentation de la surface de la cornée [317-319]. La DCE continue
ensuite a décroitre tout au long de la vie adulte a un taux moyen de 0,3-0,6% par an [317,

320-325] (Figure 29).
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Figure 29 : DCE (cellules/mm?) en fonction de 1'age.

Une forte baisse de la DCE peut étre observée au cours de la premiere décade puis une diminution
réguliere d’environ 0,6% par an au cours du reste de la vie.

(D apres Bourne et al., 1997 [322])

La DCE moyenne observée chez un nouveau né est d’environ 3500-4000 cellules/mm? alors
que chez un adulte elle est de 2000 cellules/mm? en moyenne. Cette lente décroissance reste
parfaitement compatible avec un fonctionnement satisfaisant du tissu méme a un age tres
avance, puisque la DCE n’atteint pas le seuil critique de 300-500 cellules/mm? en deca duquel

I’hydratation cornéenne ne peut plus étre régulée [326]. Les causes de cette perte cellulaire
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avec le temps n’est pas encore pleinement ¢lucidé mais des études suggérent que la lumicre
induirait des dommages oxidatifs entrainant une apoptose et/ou nécrose de certaines CE [327]

[328].

L'endothélium cornéen posseéde normalement une réserve suffisante de CE pour
maintenir ses fonctions primordiales de barriére/pompe tout au long de la vie [329]: il
n’existe pas de décompensation d’'un endothélium normal du seul fait du vieillissement,
méme a un age trés avancé ; cependant les CE peuvent étre altérées dans de nombreuses
circonstances pathologiques : dystrophie primitive (dystrophie endothéliale de Fuchs, la plus
fréquente des dystrophies endothéliales [330, 331]; dystrophie polymorphe postérieure
beaucoup plus rare; CHED [« Corneal Hereditary Endothelial Deficiency »], dystrophie
néonatale réellement exceptionnelle[332, 333]) ou dystrophie secondaire a un traumatisme
accidentel (traumatisme externe, hypertonie oculaire aigue ou subaigué€) ou chirurgical [334,
335]. Les greffes de cornée sont une autre situation non physiologique ou la perte endothéliale
reste accélérée durant toute la période post opératoire [336, 337] Dans toutes ces
circonstances la perte en CE a un taux supérieure a la normale peut aboutir a un
dysfonctionnement endothéliale aprés un délai variable, parfois seulement des années apres la
blessure originales [334, 337, 338]. D’autres situations s’accompagnent de modifications
endothéliales mais n’aboutissent qu’exceptionnellement a une décompensation cedémateuse
de la cornée : stress induit par certaines maladies systémiques comme le diabéte [339, 340] les
traitements chroniques pour le glaucome chronique a angle ouvert ou I’hypertonie modérée au

long cours elle-méme [341-345].
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Dans de nombreux types cellulaires, y compris les cellules épithéliales cornéennes

[346, 347] et les kératocytes du stroma [315, 316], la division cellulaire contribue a la

réparation des dommages subis par le tissu. A 1’opposé,
A RETENIR . . : . . , o
—_— la division cellulaire, si elle a lieu, ne joue qu’un role
%k %k Kk ok k k ok kK tout a fait marginal in vivo, dans les mécanismes de

La perte des CE avec lage est | réparation de [D’endothélium cornéen mature. En

compensée par une migration et un | microscopie spéculaire in vivo des images suggérant la

élargissement cellulaire conduisant a I c . rox .
g possibilité de division de CE a été rapportée dans des
un polymégathisme et pléomorphisme

des CE. circonstances tres particulieres par Laing en 1984 [348].

% % % %k k kK Différentes mesures en séries de la surface endothéliale

ont ¢été réalisées aprés une réaction de rejet sur une

greffe de cornée. Quelques images compatibles avec des mitoses ont été observées et, avec le
temps, des clusters de plus petites cellules environnantes a ces CE « prolifératives ». Ces
résultats suggéraient qu’une prolifération avait lieu dans les régions focales de 1I’endothélium
et de ce fait augmentaient la DCE dans ces zones. Nartey et al. ont observées ex vivo des
cellules binucléées en microscopie électronique a balayage dans des endothéliums cornéens
humains normaux chez un adulte (65 ans ; délai post-mortem 12 heures) et un enfant (3 mois ;
délai post-mortem 4 heures) [349]. Que ce soit dans 1’endothélium adulte ou dans celui de
I’enfant, une seule cellule binucléée était détectée. L’état binucléé peut-Etre expliqué par la
division cellulaire [350]. Ce faible taux prolifératif indique que la division cellulaire compléete
in vivo dans 1’endothélium cornéen humain est trés rare et ne peut remplacer efficacement les
cellules mortes ou endommagées. Des ¢études in vivo, portant sur la réparation endothéliale de
cornées de singes l1ésées, comparaient la contribution relative de la mitose et de la migration
cellulaire a la guérison de ces cornées. Les résultats ont conduit a la conclusion que le nombre
de mitoses était trop faible pour contribuer de manicre significative a la compensation des

1ésions et que la migration des cellules était le principal moyen de guérison [351].

De nombreuses études sur la cicatrisation des plaies in vivo indiquent que, dans
I'endothélium cornéen mature, la cicatrisation se fait principalement par élargissement et
migration cellulaires. Lorsque seul un petit nombre de cellules ont été 1ésées, la guérison se
produit uniquement par I'¢largissement des cellules a proximité immédiate de la plaie. La
réparation apparait étre initiée par une perte de contact cellules-cellules dans la zone de Iésion.

Les cellules, aprés ¢largissement, établissent a nouveau des contacts cellules-cellules matures.
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Ce mécanisme de réparation ne provoque pas seulement 1'¢largissement de la cellule, mais
aussi l'aplatissement des cellules impliquées dans le processus de réparation [352]. Les
observations microscopiques ainsi que les analyses morphométriques de la morphologie des
CE démontrent une augmentation de la taille cellulaire liée a 1’age [317, 320, 338, 353].
Différentes études ont démontré que 1’élargissement cellulaire, plutot que la division, est le
mode prédominant de réparation des lésions. Comme conséquence a cette forme de
réparation, il n’y a pas non seulement une augmentation de la taille des cellules avec I’age
(polymégéthisme) mais également une altération graduelle de la forme hexagonale
caractéristique des CE vers une forme plus polygonale (pléo ou poly-morphisme) (Figure 30)

[320, 322, 354-356].

Figure 30 : Polymégéthisme et pléomorphisme des cellules endothéliales cornéennes humaines liés a 1'age.
Micrographie spéculaire non contact TOPCON SP2000 (Topcon, Tokyo, Japon) chez des sujets de 20 ans (A), 35 ans (B), 50
ans (C), 70 ans (D). Endothélium pléomorphe chez un patient opéré 10 ans plus tot de cataracte avec implant de chambre
antérieure (E) Courtesy : Prof J. Maugery, CHU St Etienne.

Dans le cas de Iésions importantes, la réparation est le résultat coordonnée d’un
¢largissement des cellules adjacentes a la blessure ainsi que des cellules en proche périphérie.
Honda et al. ont utilisé la microscopie spéculaire in vivo afin d’étudier les réparations de
I’endothélium cornéen de chat suite a une importante 1ésion [357]. Il a été observé que les
cellules s’¢largissaient et s’allongeaient avant de migrer et de recouvrir la 1ésion. Sans perdre
le contact avec les cellules voisines, les cellules €élargies se contractaient et attiraient d’autres
cellules dans la zone de la blessure. Cette forme de réparation a été désignée comme

« diffusion » de la monocouche [358, 359].

La migration des cellules individuelles apparait également contribuer a la repopulation des
grandes plaies. Des études portant sur la cicatrisation, in vivo, de grandes lésions de
I’endothélium cornéen de lapin ont révélé que la cicatrisation se faisait par migration
cellulaire [360, 361]. De plus, des observations portant sur des cornées organocultivées 1ésées

[362] ainsi que sur des modeles de culture cellulaire ont également indiquée que la migration
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des cellules jouait un rdle primordiale dans la réparation endothéliale [359, 363, 364]. La
diffusion de la monocouche ainsi que la migration cellulaire résulteraient des altérations,
créées par la Iésion, dans I’expression et I’organisation des ¢léments du cytosquelette tels que
les filaments d’actine et les microtubules [359, 365-369]. La migration des cellules en réponse

a une lésion est sérum indépendante [370].

En 2008, Lagali et al. ont démontré que les CE d’un patient ayant subi une
kératoplastie transfixiante migraient et colonisaient le greffon [371]. Les CE de trente-cinq
boutons cornéens explantés de patients ayant été greftés, suite principalement a un kératocone
(n=22) ou a un cedéme cornéen (n=12), avec des cornées provenant d’un donneur du sexe
opposé et devant subir une nouvelle greffe étaient analysées par FISH (« Fluorescence In Situ
Hybridization »). Cette technique ciblait les chromosomes sexuels permettant ainsi de faire la
différence entre les cellules des donneurs et celles des receveurs. L’analyse des CE a partir de
35 boutons cornéens révélait 9 cas dans lesquels les CE des donneurs étaient complétement
remplacées par celles du receveur, 24 cas dans lesquels les CE du donneur et du receveur
coexistaient et 2 cas dans lesquels seules les CE provenant du donneur étaient présentent.
Dans les cas de coexistence, la proportion de cellules provenant du donneur variait de 6 a
95%. La survie des CE des donneurs n’était pas corrélée avec 1’age de la greffe, la
transparence cornéenne ni avec la pathologie initiale ayant entrainé la premicre greffe. La
présence de CE provenant du receveur sur le greffon a long terme indique bien une migration
cellulaire mais les CE du donneur ne sont pas totalement remplacées : un équilibre se forme
sur le greffon entre les cellules du donneur et du receveur. La survie des CE du greffon est
sujette a des facteurs interindividuels importants. Des facteurs tels que la réaction
immunitaire, les complications postopératoires et certaines dystrophies présentes chez le
receveur peuvent perturber cet équilibre et faire pencher la balance en faveur des CE du

receveur ou du donneur.
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L’absence de capacité proliférative en réponse a la perte cellulaire rend 1I’endothélium
vulnérable. Suite a une perte excessive de CE, I’endothélium ne peut plus répondre
efficacement a sa fonction primaire : le maintien permanent du stroma cornéen dans un état de
partiel déshydratation [338]. La «pompe » ionique endothéliale n’est plus en mesure
d’assurer sa fonction de barriere aux fluides. Une réduction significative de la densité en
pompes ATPase endothéliales a ¢été¢ observée dans des cornées atteintes de dystrophie de
Fuchs comparativement a des kératopathies bulleuses (phaques et aphaques) possédant des
endothéliums initialement normaux [372, 373]. Des études similaires réalisées sur des
cultures cellulaires endothéliales cornéennes bovines ont démontrées que lorsque la DCE
diminuait au dessous de 1000 celluless/mm?, le nombre de pompes ionique par CE
augmentaient [374]. Les auteurs ont conclu, que cette augmentation du nombre de pompes
dans les CE hypertrophiques ne compense pas la réduction du nombre total de cellules par
unité de surface au sein de la monocouche et, par conséquent, conduit a une baisse globale de
la capacité de pompage. Une baisse de I’activité¢ de « pompe » de I’endothélium cornéen
induit une hydratation du stroma, une désorganisation du collagéne entrainant un cedéme

cornéen, une perte de la transparence cornéenne et une baisse irréversible de ’acuité visuelle.
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lll.2. Capacités prolifératives

Bien que les CE ne se divisent pas ou pas suffisamment pour remplacer les cellules
perdues au cours de la vie, il est bien démontré que les CE adultes possédent une capacité

proliférative intrinséque résiduelle.

Laing et al., comme nous I’avons vu, ont observé, in vivo, en microscopie spéculaire

quelques mitoses sur la monocouche endothéliale [348]. In vitro il est habituel de réussir a

faire proliférer des CE. Les oncogénes viraux, tels que I’antigéne SV40-large-T et
E6/E7 du papillomavirus humain, sont capables
A RETENIR . o
d’outrepasser les mécanismes normaux d’inhibition du
* %k %k Kk kK kK k k

cycle cellulaire et d’induire une prolifération non

La réparation de l'endothélium dans
des cornées organocultivées se
produit par migration et élargissement
des cellules existantes mais pourrait

également se faire par prolifération

facteurs de croissance dépendants. Plusieurs équipes ont
testé la capacité des CE a proliférer sous I’influence de
ces oncogeénes. Dans ces études, des CE cornéennes

humaines sont cultivées puis transfectées avec des

cellulaire. ADNc codant soit pour l’antigéne large-T du virus
Les CE cornéennes  humaines | gimjen SV40 [375-378] soit pour la protéine E6/E7 du
possedent une forte  capacité

e » papillomavirus [377]. Les CE humaines transfectées,
réplicative intrinséque résiduelle.

exprimant 1’oncogeéne, subissent alors plusieurs

L. 0. 0.0.0.0 0.6 6

doublements rentrer en

de population avant de

sénescence réplicative. Ces cellules, malgré leur statut prolifératif accru, conservent une
morphologie normale [375, 378] ainsi que leur taux d’expression en ARNm des facteurs de
croissances et de leurs récepteurs associés [376, 377]. Bednarz et al. ont également rapporté
que des cultures cellulaires exprimant la protéine SV40-large-T pouvaient proliférer jusqu’a
plus de 300 doublements de population fournissant ainsi des preuves préliminaires que les CE

sont capables d’ « immortalisation » [378].

Dans des CE de lapin ex vivo et in vitro, la surexpression de la protéine E2F2,
responsable en partie de 1’induction de I’entrée en phase S du cycle cellulaire, induit une
prolifération cellulaire sans induire d’apoptose [379]. Les cornées de lapin, ex vivo, étaient
transfectées avec un plasmide contenant I’ADNc de la protéine E2F2 avant d’étre incubées
durant différentes périodes dans 0,1% de sérum de veau feetal (concentration permettant de

conserver la viabilit¢ cellulaire sans induire de prolifération). Des immunomarquages,
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confirmaient la présence de la protéine dans les CE avec une efficacité de transfection de 10 a
12%. Les tests de viabilités réalisés sur cornées ex vivo sur-exprimant E2F2 démontraient peu
de mort cellulaire et ceux réalisés sur culture cellulaire confluente ainsi que des tests TUNEL
révélaient une mortalité cellulaire de 27% des CE. La mort cellulaire ne semblait pas étre due
a ’apoptose. Des RT-PCR réalisées sur des échantillons endothéliaux obtenus 48 heures apres
transfection révélaient la présence en forte expression des ARNm du marqueur de
prolifération Ki67 (x5,1 versus témoins) et de la Cycline B1, marqueur de la phase G, du
cycle (x2,3 versus témoins). Cette étude concluait que les CE de lapin étaient capables de

proliférer aprés stimulation par E2F2, sans surmortalité.

Une étude similaire a été réalisée par McAlister ef al. sur cornées humaines ex vivo
[380]. Les cornées ¢étaient incubées pendant 2 heures dans une solution d’adénovirus
recombinants E17/E3" dans lesquels était incorporé I’ADNc encodant la protéine E2F2
(AdUE) ou dans une solution d’adénovirus recombinants E1/E3"™ nus (AdU). Les cornées
¢taient ensuite conservées en culture ex vivo pendant 3 semaines. Des tests TUNEL ne
démontraient pas d’apoptose induite par la surexpression d’E2F2. La protéine était localisée
dans les CE cornéennes avec une efficacité de transfection atteignant 60 a 75 %. Les protéines
recombinantes étaient exprimées dans une proportion importante une semaine apres
exposition au virus puis celles-ci diminuaient par la suite. Une augmentation significative de
la DCE était observée dans les cornées transfectées avec I’AdUE durant les 3 semaines post-
traitement versus les cornées témoins. L’étude de I’incorporation de BrdU démontrait une
augmentation significative du nombre de CE entrant en phase S du cycle apres transduction
de E2F2 démontrant une progression dans le cycle cellulaire. La surexpression du facteur de
transcription E2F2 dans des CE cornéennes humaines non mitotiques est donc capable
d’induire, a court terme, la progression dans le cycle cellulaire et une augmentation de la

DCE.

Des cornées humaines (n=14 ; 4ge moyen : 72 ans ; 50-91 ans) organocultivées dans
un milieu compos¢ de MEM (« Minimum Essential Medium ») supplémenté avec 8% de
sérum de veau foetal (SVF) démontraient une activité proliférative [381]. Avant
organoculture, les cornées ne présentaient pas de marquage positif a PCNA. Apres trois jours
d’organoculture, des CE périphériques isolées étaient détectées PCNA™. Aprés 21 jours de
conservation, aucunes CE n’étaient marquées positivement. Cinq jours de déturgescence

suffisaient pour relancer une prolifération des CE périphériques. Ces résultats indiquent que
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dans des conditions appropriées, les CE cornéennes humaines adultes sont capables de

proliférer.

La survie des CE et les mécanismes de réparation de la monocouche ont été étudiés
sur des cornées humaines (n=14 ; 4ge moyen : 69,1 ans ; 24-91 ans) prélevées apres un délai
post-mortem allant de 29 a 163 heures et organocultivées a 32°C dans un milieu contenant 8%
de SVF [382]. Le dommage cellulaire était corrélé avec le délai post-mortem. Apres un délai
de 5 a 7 jours post-mortem avant organoculture, la plupart des CE présentaient des dommages
structurels. Des analyses en microscopie sur coupes et a balayage démontraient que, au bout
de 3 jours d’organoculture, I’endothélium recouvrait totalement la face postérieure de la
cornée suggérant une prolifération cellulaire. Des marquages positifs des CE pour PCNA
(dans toutes les cornées) et pour Ki67 (dans 9 cornées sur 14) confirmait ces résultats. Cette
¢tude montre que les CE cornéennes humaines peuvent survivent jusqu’a 7 jour apres le déces
et peuvent proliférer dans certaines circonstances. La réparation de 1'endothélium dans des
cornées organocultivées se produit par migration et élargissement des cellules mais

également potentiellement par prolifération cellulaire.

Les résultats de ces études indiquent clairement que les cellules endothéliales

cornéennes humaines possédent une forte capacité réplicative intrinséque.
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Joyce (Schepens Eye Research Institute, Boston, USA) a étudié le statut prolifératif

des CE cornéennes humaines par une approche immunocytochimique en comparant

I’expression et la localisation de différentes protéines du

ARETENIR le cycle cellulaire dans les CE cornéennes et les cellules

* ok ok ok k ok ok ok ok ok épithéliales limbiques [383]. Des études antérieures
Les CE coméennes, in vivo, nont pas | avaient déja deémontr¢ que [Iépithélium limbique

quitté le cycle cellulaire mais sont | contenait des cellules basales du type « stem like cells »

ete h G1. r ey
arrelees en phase = caractérisées par un cycle lent [384, 385]. Ces cellules,
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relativement indifférenciées, proliférant sous stimulation

appropriée, servent de réservoir en cellules basales a
I’épithélium cornéen central ainsi qu’en cellules suprabasales qui forment la multicouche de
I’épithélium limbique [386]. Le principal role de ces cellules basales limbiques est la
réparation de I’épithélium cornéen [387, 388]. Dans 1’épithélium cornéen central, les cellules
basales ont la méme capacité proliférative et servent a maintenir I’épaisseur de 1’épithélium
constant en remplacant les cellules de surface perdues, en 1’absence de grand traumatisme
[389]. Les cellules suprabasales de la cornée centrale n’ont plus de capacité proliférative et
sont différenciées [385, 390]. L’objectif de 1’étude réalisée par Joyce et al. en 1996 était de
déterminer le statut prolifératif des CE cornéennes humaines in vivo et de détecter des
potentielles différences d’expression ou de localisation des protéines du cycle cellulaire en
fonction de 1’age des donneurs des cornées. Des coupes transversales de cornées, issues de
donneurs d’age différents (6 semaines, 17, 27, 37, 53, 66 et 67 ans) et conservées a 4°C,
¢taient réalisées dans les 24 a 36 heures apreés la mort avant immunomarquage indirect. Les
protéines du cycle étudiées étaient les cyclines D, E, A et Bl ; les CDKs p33°%?, p34%<? ; et
K167, un marqueur de prolifération cellulaire [391, 392]. Les résultats indiquaient que toutes

les cellules épithéliales, cornéennes et limbiques, ainsi que les CE cornéennes exprimaient

3 cdk2 4cd02

peu les protéines kinases p3 et la cycline B1. Un marquage positif pour K167

» p3
¢tait observé dans quelques cellules basales du centre et de la périphérie de 1’épithélium
cornéen et occasionnellement dans les cellules basales limbiques. Aucun marquage positif
n’était observé dans les cellules épithéliales suprabasales centrales, les kératocytes et
I’endothélium indiquant une absence de prolifération sous conditions normales in vivo.

L’ensemble des marquages de la cycline D, E, A et de Ki67 ont permis de mettre en évidence

la différenciation des cellules épithéliales suprabasales, un cycle cellulaire actif dans les
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cellules basales de 1’épithélium cornéen et un cycle ralenti dans les cellules basales limbiques.
La comparaison d’expression de ces protéines, impliquées dans le cycle cellulaire, dans
I’endothélium avec les autres types cellulaire de la cornée permettait d’affirmer que les CE
possédaient un cycle cellulaire ralenti comparable a celui des cellules basales limbiques. De
plus, aucune différence d’expression de ces protéines, liée a 1’age, n’était observée dans

I’endothélium.

La capacité proliférative intrinseque des CE cornéennes humaines a également été
confirmé en 2000 par la méme équipe par des études de cicatrisation endothéliale aprés 1ésion
localisée [393] (cf. § I11.2.4.1) ou apres traitement & ’EDTA (Ethyléne diamine tétraacétique),
un chélateur de calcium qui libére les cellules de 1’inhibition de contact [394] (cf. § I11.3.4).

Ces études princeps mettent en évidence que les CE cornéennes, in vivo, n’ont pas

quitté le cycle cellulaire mais sont arrétées en phase G;.
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Les observations in vivo, ex vivo et in vitro sur cultures cellulaires suggérent que
la capacité relative de prolifération des CE différe selon les espéces. En effet, les CE
bovines [395], de lapins [396, 397] et de rats [398] poussent facilement en culture des les
années 70-80, alors qu’il est plus difficile de cultiver des CE provenant de chats [396], de

singes [351] et d’humains [399], méme si les techniques de culture se sont améliorées depuis.

Les CE du rat peuvent se multiplier in vivo. Une équipe a étudi¢ les modalités de
réparation de I’endothélium du rat Fisher suite a 3 types de traumatisme : thermique par
cryodestruction transcornéenne, mécanique par une aiguille de 30 Gauges introduite a travers
la chambre antérieure et chirurgical par autogreffe avec dénudation endothéliale [400].
Plusieurs moyens d’observation étaient utilisés : la microscopie spéculaire, la pachymétrie
pour évaluer 1’épaisseur cornéenne, une ¢étude histologique avec coloration au Rouge
Alizarine (colorant non vital révélant les contours cellulaires) et au bleu trypan (colorant vital
des noyaux des cellules mortes) donnant des informations morphologiques, et une étude de
I’incorporation de la thymidine tritiée indicateur de la synthése d’ADN. Cette ¢tude a montré
la restitution d’une monocouche de CE avec rétablissement d’une DCE normale (quelques CE
gardant une morphologie irréguliere) au bout de 7 jours pour les traumatismes thermique et
mécanique et 14 jours a 3 mois en cas d’autogreffe. Seules 45% des CE autour de la zone

l1ésée incorporaient la thymidine tritiée.

L’endothélium de lapin possede également la capacité de se régénérer. La régénération
d’une monocouche de CE morphologiquement normale est possible en 10 jours aprés une
cryodestruction transcornéenne détruisant 90% des cellules [396]. Des 1ésions mécaniques de
I’endothélium cornéen de lapin sont rapidement réparées in vivo par prolifération des CE

[396, 401, 402]

Chez le chien, I’endothélium est régénéré en 6 semaines apreés cryodestruction
transcornéenne. Des mécanismes de mitoses, des transformations morphologiques avec
¢largissement cellulaire et des migrations des CE non endommagées ont été mis en évidence.
Plus I’animal est jeune, plus ses capacités de multiplications sont efficaces [403]. D’autres
espeéces animales ont été étudiées telles que le chat et le primate qui de fagon identique a
I’homme ont un trés faible pouvoir réplicatif in vivo. Par contre in vitro, les CE peuvent se
diviser [404]. La réparation endothéliale chez le chat, le singe et ’homme se fait

principalement par migration et ¢largissement des CE [348, 396, 405, 406].
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En 1996 Joyce a comparé en immunomarquage sur coupes les profils d’expression de
certaines protéines du cycle cellulaire dans des CE de lapins et d’humains, a partir de cornées
cryopréservées des le prélevement, afin d’expliquer les différences de capacité proliférative
entre especes [407]. Les immulocalisations ciblaient les cyclines D, E, A, et Bl ; les kinases
p**ed p**d? Ki67 ainsi que les protéines impliquées dans la régulation de la transition Gy/S
comme pRB, E2F, p53 et le CKI p16INK4a. Des résultats similaires entre lapin/homme
indiquaient que, comme chez I’homme, les CE de lapin étaient arrétées en phase G; du cycle
cellulaire (Tableau 4). La seule différence significative observée était la localisation
subcellulaire de la cycline E. Chez le lapin cette protéine était localisée dans le cytoplasme
alors qu’elle était localisée dans le noyau chez ’homme. Cette différence indiquerait que les
CE humaines et de lapin sont arrétés a différent stade de la phase G;. Bien que ces études
n’aient pas identifi¢ de différences significatives dans I’expression de ces protéines du cycle
cellulaire entre les CE de lapin et humaines il existe cependant des différences importantes

d’activités mitotiques entre les différentes especes.

Cell cycle protein. Human endothelinm Rabbit endothelivon
- Tableau 4 : Expression des protéines du cycle
K67 - - cellulaire dans I’endothélium cornéen d’humain
Cycin D + {Cytoplasmic) + {Cytoplasmic) et de rat.
Cydin E + (Nuclear)® + (Cytoplasmic) (D’aprés Joyce NC, 2003 [324])
Cyclin A + (Cytoplasmic) + (Cytoplasmic)
Cyclin Bl + {Nuclear) + {(Nuclear)
CDK4 + (Cytoplasmic) NT?
CDK? + (Nuclear) NT
CDC2 + {Cytoplasmic) + {Cytoplasmic)
pRb + (Nuclear) + (Nuclear)
E2F + (Nuclearfcytoplasmic)  + {Nuclear/cytoplasmic)
pS3 + {Cytoplasmic) + {Cytoplasmic)
plaINK4 + {Cytoplasmic) + {Cytoplasmic)
®Note cydin E localization differs in human and rabbit endothe-
lm.

5NT =not tested.

Les raisons de telles différences prolifératives inter-espéces n’ont pas encore été
¢tablies. Une explication possible est que la plupart des animaux de laboratoires sont jeunes et
I’activité relative de prolifération de leurs CE peut étre rapprochée a celle des nouveau-nés
humains. Une baisse de la DCE liée a 1’age a pu étre observée chez les singes [408], les chats
[408, 409], les chiens [410], les lapins [411], les rats [412], et les souris [413] suggérant que
comme les humains, la prolifération cellulaire ne peut compenser la perte des CE liée a I’age

dans ces especes.
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Le Tableau 5 résume le statut prolifératif des CE chez différentes espéces étudiées.

Tableau 5 : Statut prolifératif des CE chez différentes espéces.

Chez I’homme une prolifération des cellules endothéliales peut étre observée ex vivo apres :

lésion mécanique de

I’endothélium, traitement a 'EDTA ou aprés stimulation par divers facteurs de croissance. Chez le lapin une
prolifération ex vivo est observée lorsque les CE surexpriment le facteur de transcription E2F2.

R , , , Diminution en Niveau de .
Espéce | Invivo | Ex vivo | In vitro . a Commentaires
fonction de I'age preuve
Souris -—- -—- ++++ Oui Forte Mauvais modeéle
Forte pour I'in d'étude pour I'ex
Rat vers , raes ? mais N dela | vivoetl'invitro. | Vvivo (cornée trop
’ DCE Pas de données | petite donc peu de
pour |'ex vivo. cellules a analyser).
Des études
complémentaires
. Faible pour I'in | sont nécessaires afin
. ? mais N de la . , , .
Lapin +/- + ++++ DCE vivo (résultats de déterminer
contradictoires) | clairement le statut
prolifératif des CE in
vivo
Cochon | ++++ +++ +H++ ? Mauvais modeéle
] d'étude car
Bovin ++++ +++ ++++ ? e e
prolifération in vivo.
Primate| --- ? ++ ? Faible (peu Modele difficilement
? mais \ de la d'études) utilisable pour des
Chat --- ? ++ . e
DCE raisons éthiques et
. ? mais \ de la législatives (en
Chien ++ ? ? & (
DCE France en tout cas)
Etude difficile car
. . eu de matériel
Humain - + ++ Oui Forte P . .
biologique
disponible
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Il est établi que, avec l'age, la DCE décroit, le polymégéthisme et le pléomorphisme
augmentent. Ces modifications reflétent la perte cellulaire liée a 1’age, non compensée,
insuffisamment compensée par des divisions cellulaires. Différents facteurs interviennent
dans le maintien de I’endothélium dans un état non réplicatif. L’age est ’'un de ces facteurs.
Outre la perte progressive des CE avec I’age, une différence intrinséque liée a I’age peut étre
notée dans la capacité proliférative des CE. De plus, les CE centrales et périphériques ne

possedent pas la méme capacité a proliférer.
I11.2.1.1. Modeles ex vivo

Une étude réalisée par Senoo et Joyce en 2000 a comparé la capacité des CE,
provenant de donneurs jeunes (<30 ans) et agés (>50 ans), a entrer dans un cycle cellulaire
complet [393]. Dix neuf cornées provenaient de jeunes donneurs (moyenne d’age : 19,3+6,4 ;
3 mois-29 ans) et 40 de
(moyenne d’age : 64,9+8,8 ; 50-81 ans). Apres

donneurs agés
A RETENIR

* ok ok ok ok kK ok kK une lésion mécanique centrale calibrée de 2 mm

) r1: r J4 . . y
Les CE humaines périphériques conservent | d¢ I’endothélium, les cornées ¢taient incubees ex

une forte compeétence proliférative

vivo, face endothéliale au dessus, dans un milieu

indépendamment de I'dge du donneur*. Les CE ,
P g de culture contenant 10% de sérum de veeu foetal

centrales des cornées de donneurs agés

(SVF), 20 ng/mL de facteur de -croissance
fibroblastique (Fibroblast Growth Factor : FGF)

conservent une compétence réplicative mais le
pourcentage de CE pouvant se répliquer est

significativement inférieur par rapport aux CE .. ,
9 par rapp additionné¢ ou non de 10 ng/mL de facteur de

périphériques ou aux CE centrales de donneurs

croissance ¢épidermique (Epidermal Growth

jeunes. Cette diminution de la capacité

proliférative est corrélée avec 'augmentation du | Factor : EGF). Les cornées étaient ensuite

nombre de CE sénescentes. . , \ , .
incubées a 37°C pendant des périodes variables

*Attention, I'dge max dans ces expérimentations

étaient de 75 ans... Quid de nos donneurs européens

de trés grand age, 85 ans et plus...

1 8. 0.0 0008 6 & ¢

avant évaluation de 1’activité mitotique des CE.
La lésion mécanique permettait aux CE voisines

de s’affranchir de I’inhibition de contact et de

migrer dans le lit de la 1ésion afin de compenser

la perte cellulaire. L’intégrit¢ de la monocouche était maintenue sur le reste de la cornée
permettant aux CE de conserver leur jonction cellules-cellules et donc une inhibition de
contact créant de se fait un contrdle interne sur la prolifération. Un immunomarquage au
BrdU ¢était réalisé afin d’identifier les CE étant en phase S sur les endothéliums cornéens

provenant des donneurs jeunes et agés. Seules les cellules au voisinage de la Iésion
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apparaissaient positives au marquage. Un second immunomarquage anti-Ki67 était réalisé
afin de détecter les différents stades du cycle cellulaire dans lequel se trouvaient les CE. Cette
protéine a en effet la particularité d’étre exprimée a partir de la phase G; tardive et tout au
long de la mitose et présente des patterns d’expression différents en fonction de la phase du
cycle cellulaire [414, 415]. La quantification des CE Ki67 positives en phase G, S/G; et M
indiquait clairement que les CE centrales des cornées quel que soit 1’Age des donneurs
étaient capables de progresser dans le cycle cellulaire mais aussi de le terminer
cependant des différences liées a ’age étaient détectées dans la cinétique de progression
du cycle (Figure 31).

p<0.05
p <0.01
p<0.01

p <0.05
p <001 ‘
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Figure 31 : Progression du cycle cellulaire des CE provenant de donneurs jeunes (<30 ans ; A et B) et 4gés (>50 ans ;
C et D).

Corneas were incubated in 10% serum plus 20 ng/ml FGF alone (A, C) or the same medium supplemented with 10 ng/ml
EGF (B, D). White bars=% of Ki67- positive cells in G;-phase; gray bars=% of Ki67-positive cells in S/G,-phase; black
bars=% of Ki67-positive cells with M-phase patterns.

(D’apreés Senoo, T. et Joyce, N.C., 2000. [393])

Les CE de donneurs agés qui traitées avec du SVF puis du FGF entraient dans le cycle plus
lentement que les CE de donneurs jeunes. De méme, beaucoup moins de CE des donneurs
agés entraient dans le cycle comparativement a celles obtenues a partir de donneurs jeunes.
L’EGF n’avait que peu d’effet sur les CE de donneurs jeunes alors qu’il augmentait
significativement le taux d’entrée en cycle cellulaire ainsi que le nombre de CE terminant le
cycle chez les donneurs plus agés. Lors de la réponse proliférative maximale, le nombre de
CE entrées dans un cycle actif était de 46% a 60 heures chez les donneurs jeunes alors qu’il
n’était que de 24% a 72 heures chez les donneurs plus agés lorsque les CE étaient cultivées
sans EGF. En présence du facteur de croissance, le pourcentage de cellules proliférative issues
des donneurs jeunes et des plus agés augmentait respectivement a 62% (a 60 heures) soit de

33% et a 36% (a 72 heures) soit approximativement de 50%.

Ces résultats concordaient avec ceux obtenus au préalable par Simonsen en 1981.

L’incorporation de la thymidine tritiée dans I’endothélium de cinq donneurs adultes apres
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Iésions endothéliale était étudiée [416]. Le plus grand nombre de noyaux radio-marqués
¢taient localisés en périphérie de la blessure et le plus grand nombre de CE marquées était
observé chez le donneur le plus jeune (19 ans). Il est également a noté¢ que des CE marquées
¢taient détectées chez le sujet le plus vieux (89 ans) indiquant que les CE conservent tout de

méme une capacité proliférative indépendamment de I’age.

Ces résultats indiquent que les CE provenant de donneurs 4gés peuvent entrer et
compléter le cycle cellulaire mais la phase G; apparait étre plus longue et ces CE

nécessitent des stimuli mitogéniques plus importants que les CE des donneurs jeunes.
111.2.1.2. Modéles in vitro

Des expériences de culture de CE humaines confirment I’existence d’une différence de
capacité proliférative liée a 1’age [417]. Les CE d’embryons humains [418] et de nouveau-nés
[419] sont facilement cultivables sur du long terme. Elles restent inaccessibles en pratique
pour des raisons éthiques évidentes. Les CE issues de donneurs jeunes (<20 ans) proliférent
plus facilement que celles obtenues a partir de donneurs plus agés [399, 420]. En 1984, Nayak
a testé la capacité des CE provenant d’anneaux cornéo-scléraux résidus post-trépanation issus
de donneurs agés de 1 a 57 ans, a proliférer en culture [421]. Seules douze cultures sur 31
avaient proliféré. L’age moyen des donneurs avec cultures réussies était de 17,6+3,2 ans
indiquant que les CE de jeunes donneurs avaient une capacité proliférative supérieure. Des
résultats comparables ont été obtenus par Samples en 1991 qui utilisait des anneaux cornéo-

scléraux de donneurs agés de 3 mois a 37 ans comme source de CE [420].

Zhu et Joyce ont également observé ces mémes différences de croissance liées a 1’age
en culture cellulaire [422]. Des comptages directs étaient réalisés sur des cellules
endothéliales ensemencées a faible densité puis cultivées avec un milieu contenant différent
facteurs de croissance. Le taux maximal de croissance était obtenu a partir d’un milieu de
culture additionné de 8% de SVF, 5 ng/mL de facteur de croissance épidermique (Epidermal
Growth Factor : EGF), 20 ng/mL de facteur de croissance nerveux (Nerve Growth Factor :
NGF) et de 100 pg/mL d’extrait pituitaire. Pour le méme nombre de cellules ensemencées,
apres culture, le nombre de cellules de donneurs jeunes (<30 ans; n=27; moyenne :
17,5+£7,0 ; 2-30 ans) étaient deux fois supérieurs a celui obtenu a partir de donneurs plus agés
(>50 ans ; n=56 ; moyenne : 64,0£6,8 ; 51-79 ans) (Figure 32.A). Comme observé dans les
¢études ex vivo, les CE de donneurs agés (>50 ans) entraient en cycle plus lentement avec un

taux de doublement moyen de 90,25+8,7 versus 45,25+13,6 heures pour les donneurs jeunes
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(<30 ans) [423]. La culture cellulaire avec seulement 8% de SVF n’entrainait pas de
différences significatives comparativement aux cultures additionnées de facteurs de

croissance cependant le nombre de cellules obtenues au final était 1égérement inférieur.

Des études ont également ét¢ menées afin d’évaluer l'effet de mitogenes, comme
I'EGF et le PDGF-BB (Platelet-Derived Growth Factor-BB), sur la prolifération cellulaire
endothéliale (Figure 32.B). Quand les CE sont cultivées en présence d’EGF ou de PDGF-BB
seul, le nombre maximal de cellules obtenues en culture a partir de donneurs jeunes (<30 ans)
et agés (>50 ans) est inférieur a celui obtenu lorsque celles-ci sont stimulées avec de multiples
facteurs de croissance ou avec du SVF seul. Ces résultats suggérent que ces mitogenes seuls
ne sont pas suffisants pour stimuler une prolifération cellulaire quel que soit I’age des
donneurs. Les CE des donneurs jeunes et agés présentaient la méme réponse relative a chaque
mitogene ; cependant, le nombre de CE observé au pic de croissance était toujours plus faible
dans les cultures réalisées a partir des donneurs agés. Il a été¢ également observé que la DCE
moyenne, en culture, était plus faible pour les donneurs agés (755+287 cellules/mm? pour les

donneurs agés versus 2000+£340 pour les donneurs jeunes) [423].
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Figure 32 : Différences liées a I’Age des CE in vitro en réponse aux stimuli mitogéniques.

Graph in (A) shows representative cell counts from HCEC cultured in medium containing 8% FBS, 5 ng/ml EGF, 20 ng/ml
NGF, and 100 pg/ml pituitary extract. Graph in (B) shows representative cell counts from cultures grown in 5 ng/ml EGF
alone. Note the difference in the y-axis scale in (B) compared with that in (A), indicating the stronger mitogenic stimulation
of the growth factor combination compared with EGF alone. (Addapté d’apres (A) Zhu et Joyce, 2004 [422] (B) Joyce et Zhu,
2004 [423]).

L’ensemble des résultats obtenus ex vivo et in vitro indiquent que : (1) peu de CE
de donneurs agés sont sensibles aux stimuli mitogéniques ; (2) la stimulation de ces
mémes CE avec de multiples mitogenes induit une réponse proliférative maximale ; et
(3) les CE issues de donneurs agés répondent plus lentement aux mitogénes que celles

obtenues a partir de donneurs jeunes.
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111.2.1.3. Cellules endothéliales centrales versus périphériques

En 1984, une étude morphométrique conduit par Schimmelpfennig démontrait une
différence de DCE entre la périphérie et le centre de la cornée chez I’homme [424]. L’analyse
de 19 cornées humaines (age moyen : 61£18 ans ; 22-93 ans) ex vivo par comptage direct des
noyaux révélait une différence de densité entre le centre et la périphérie de la cornée :
2778+284 noyaux/mm? au centre versus 3632+592 noyaux/mm? en périphérie. La coloration
au rouge Alizarine de 22 cornées humaine (age moyen : 45+25 ans ; 19-94 ans) démontrait
une différence de DCE entre la périphérie (3696721 cellules/mm?) et le centre (2811+£425
celluless/mm?). Ces résultats étaient confirmés lors d’une étude observationnelle réalisée par
microscopie spéculaire non contact sur 24 patients (dge moyen : 29,3+7,1 ans; 19-50 ans)
[425]. La DCE para-centrale (2887+213 cellulessmm?) et périphérique (2993+229
cellules/mm?) étaient supérieures respectivement de 5,8% (P<0,01) et 9,6% (P<0,001) par
rapport a la DCE centrale (2730+£224 cellules/mm?). Les DCE des différentes régions
cornéennes diminuent avec I’dge cependant cette diminution est plus lente dans les
régions périphériques suggérant que cette zone est peut étre une zone de régénération
cellulaire [324]. Bednarz ef al. ont démontré que le CE humaines in vitro provenant de la
zone cornéenne centrale sont morphologiquement similaire aux CE in vivo et ne possédent
pas d’activité mitotique spontanée. Les CE cultivées a partir de la région périphérique ont des
jonctions serrées moins jointives et proliférent activement par rapport aux CE in vivo [426].
Comme nous I’avons vu précédemment, I'endothélium est formé par la prolifération et la
migration des cellules mésenchymateuses de la périphérie vers le centre de la cornée. La
différence de DCE observée entre la périphérie et le centre de la cornée va dans le sens de ce
développement. Nous pouvons supposer que les CE centrales représentent la portion de la
population endothéliale totale qui ont migré plus loin et subi plus de doublement de
population que les CE périphériques. Il apparait logique que la DCE périphérique soit
supérieure a la centrale car la migration cellulaire cesse probablement dés que les jonctions
intercellulaires se forment au centre de la cornée. Il est également trés probable que la
capacité proliférative globale des CE centrales est inférieure aux CE périphériques car ces
cellules ont du subir plusieurs cycles de division avant la maturation de la monocouche et ont

des capacités de prolifération moindre ou sont déja rentrées en sénescence réplicative.
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En 2005, Konomi et Joyce ont comparé le potentiel de croissance en culture des CE
centrales (diamétre de 6,75 mm) et périphériques (anneau de 6,75-9,5 mm de diameétre)
provenant de donneurs jeunes (<30 ans ; n=4 ; 4ge moyen : 25+6,4 ans ; 16-30 ans) et agés
(>50 ans ; n=4 ; age moyen : 64,3+7.4 ans ; 55-73 ans) [427]. Dans cette étude, un nombre
¢gal de CE au passage 1 étaient repiquées a faible densité en présence de 8% de SVF et
dénombrées a intervalle régulier durant 3 semaines. Aussi bien les CE périphériques que
centrales étaient capables de proliférer sans différences morphologiques entre les deux
groupes. Le temps de doublement des CE centrales était de 35 heures dans le groupe
« jeune » et de 54 heures dans le groupe « agé » et celui des CE périphériques étaient de 29
heures dans le groupe « jeune » et de 46 heures dans le groupe « agé ». Aucune différence
significative n’était observée entre les CE périphériques et centrales dans chaque groupe
(eune : P=0,515; agé: P=0,222). Seule la durée du cycle des CE centrales était

significativement allongée chez les donneurs agés (P=0,0043).

Des immunomarquages positigs pour MCM?2 (minichromosome maintenance 2),
utilisée comme marqueur de la prolifération [428, 429], étaient observées aussi bien dans les
cultures des CE périphériques que centrales des deux groupes indiquant qu’elles étaient
capables de répliquer leur ADN. Aucune différence significative de marquage n’était
observé entre périphérie et centre dans chaque groupe (jeunes : P=0,929 ; agés: P=0,613).
Une différence significative était cependant notée entre le nombre de CE MCM2" entre les
deux groupes : les CE (centrales ou périphériques) provenant de donneurs agés exprimant
moins MCM2 (Figure 33). Ces résultats indiquent que les CE périphériques et centrales

provenant de donneurs jeunes ou a4gés conservent une capacité proliférative.
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Figure 33 : Pourcentage moyen de CE centrales et périphériques MCM2"
cultivées a partir de donneurs jeunes (<30 ans) et 4gés (>50 ans).

(n= 4 per age-group; *P< 0.05).

(D’apres Konomi et al., 2005 [427]).

Méme si aucune différence significative n’a été observée, dans cette étude prenant
MCM2 comme marqueur [427], dans la capacité proliférative des CE périphériques versus
centrales en culture, il a été¢ constaté des différences liées a I'age dans la capacité des CE a
répondre aux stimuli mitogéniques. Ces résultats suggerent que seul un petit nombre de CE
sont capables de proliférer chez les donneurs agés. L’augmentation du temps de
doublement de population des CE chez les donneurs 4gés laisse supposer que ces cellules

doivent étre régulées différemment des cellules plus jeunes.

En 2006 Mimura et Joyce ont également étudié les capacités prolifératives et la
sénescence des CE humaines, ex vivo, en fonction de la topographie centrale ou périphérique
ainsi qu’en fonction de 1’age [430]. Les cornées étaient découpées en quartier puis une Iésion
calibrée de 2 mm ¢était réalisée par grattage de la périphérie vers le centre. Les quartiers
¢taient incubés pendant 24, 36, 48, 60, 72, 84 et 96 heures dans du milieu contenant 8% de
SVF et additionné de facteurs de croissance. Les tissus étaient fixés et les CE
immunomarquées sur montage a plat pour MCM2 comme marqueur de compétence
réplicative. Le pourcentage de CE MCM2" dans I’endothélium 16sé, central et périphérique
¢tait calculé a 12 heures d’intervalle entre 36 et 96 heures post-Iésion. Les résultats étaient
comparés entre région centrale et périphérique dans et entre les deux groupes d’ages. Les CE
¢taient également marquées par iodure de propidium (IP) afin de visualiser 1’intégralité des

noyaux. Dans les deux groupes d’ages (<30 ans [n=4 ; 4ge moyen : 15+£2,6 ans ; 12-18 ans] et
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>50 ans [n=4; age moyen: 56,3+£3,2 ans; 53-59 ans]) les CE repeuplaient la lésion de
manicre temps-dépendant. Celles situées a proximité de la lIésion commencaient a migrer
apres 24 heures d’incubation et continuaient leur migration et/ou leur prolifération jusqu’a
atteindre la confluence entre 72 et 96 heures post-lésion. Les CE marquées a I’IP étaient
dénombrées afin de comparer les DCE dans les zones centrales et périphériques aux abords de
la 1ésion au cours du temps permettant ainsi de déterminer la capacité des CE a répondre a la
blessure. Dans les cornées de donneurs agés (Figure 34.A), la DCE moyenne augmentait de
manicre temps-dépendant. La DCE centrale atteignait un plateau 84 heures apres la 1ésion
alors que dans la zone périphérique le plateau était atteint a 72 heures, indiquant la guérison
de la Iésion et la reformation de la monocouche. Entre 36 et 96 heures post 1ésion, il était
observé un plus grand nombre de cellules marquées a I’IP dans les régions périphériques que
dans les régions centrales. Dans les cornées de donneurs plus jeunes (Figure 34.B), la DCE
augmentait également avec le temps et le nombre de CE dans les deux zones atteignait un
plateau environ 72 heures apres la Iésion. Contrairement aux cornées de donneurs agés,
aucune différence significative n’était observée dans la DCE centrale versus périphérique
indiquant que les CE centrales et périphériques répondaient de maniére similaire a la 1ésion.
Aucune différence significative de DCE entre les deux groupes d’age n’était observée en
périphérie de la cornée. Bien qu’aucune différence de la DCE centrale entre les deux groupes
n’ait été notée entre 36 et 60 heures post-lésion (P=0.058 et P=0.058), une différence était
observée entre 48 et 72 heures (P= 0.0050 et P=0.0016, respectivement). Ces résultats
indiquent que les CE périphériques ont la capacité de répondre a une lésion
indépendamment de 1'dge du donneur alors que peu de CE dans la région centrale des
cornées de donneurs agés sont capables de répondre a la blessure. Cependant, le nombre
de comparaisons statistiques effectué sur ces petits échantillon n=4 dans chaque groupe) doit

laisser prudent.
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Figure 34 : Comparaison de la DCE périphérique et centrale dans une zone de lésion sur des cornées provenant de
donneurs agés (A) ou jeunes (B).

A scrape-wound was made in the endothelium of each corneal quarter. Tissue was then incubated in culture medium. The
four corneal quarters were fixed at each time point and stained for PI. Three representative micrographs of the wound area in
the central and peripheral cornea were used to calculate the density of PI-positive cells in a 100 um® area. The number of
cells from four different donors was averaged for each age group at each time point (n=4). Data are presented as the
mean+SD and are considered statistically significant at P<0.05.

(D apres Mimura et Joyce, 2006 [430])

La Iésion de I’endothélium induit une perte de 1’inhibition de contact et les CE sont
alors capables de progresser en phase G; du cycle et de synthétiser MCM2. Vingt quatre
heures apres la 1ésion, peu de CE avaient migré vers la blessure et aucunes n’étaient marquées
positivement pour MCM2. Avec le temps, une augmentation du nombre de CE migrantes était
observée ainsi que le nombre de CE MCM2" indiquant que les CE commengaient & avoir une
compétence réplicative. Les CE en dehors de la zone 1ésée restaient MCM2'. Dans les cornées
provenant de donneurs agés, le pourcentage de CE MCM2" dans les deux zones augmentait
graduellement entre 36 et 72 heures post-Iésion puis une diminution était observée (Figure
35.A). Cette baisse de CE MCM2" était corrélée avec la phase plateau observée dans la DCE.
Il est connu que le niveau de MCM2 diminue rapidement lorsque les cellules arrétent de se
diviser et deviennent quiescente [431-433]. Le pourcentage de CE MCM2' était
significativement supérieur dans la périphérie. Dans les cornées de jeunes donneurs, elles
¢taient observées aussi bien dans le centre que dans la périphérie. Une diminution du nombre
de CE marquées avait lieu dans les deux zones a partir de 72 heures post-lésion comme
observé dans le groupe plus agé. Le pourcentage de CE positives était sensiblement supérieur
en périphérie que dans le centre de la cornée a 36, 48 et 72 heures apres la l1ésion (Figure
35.B). Le pourcentage de CE MCM2" aussi bien dans la région centrale que périphérique était
supérieur chez les donneurs jeunes. L’ensemble de ces résultats confirme que le potentiel
réplicatif des CE périphériques est supérieur a celui des cellules centrales et ce,
indépendamment de I’dge du donneur. La compétence réplicative de ces cellules diminue

avec I’age et particuliérement dans le centre de la cornée.
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Figure 35 : Comparaison du pourcentage de CE MCM2" périphériques et centrales dans une zone de lésion sur des
cornées provenant de donneurs 4gés (A) ou jeunes (B).

Three representative micrographs of the central and peripheral wound areas were used to calculate the percentage of MCM2-
positive cells in a 100 um® area. The number of cells from four different donors was averaged at each age group and time
point (n= 4). Data are the mean+SD and are considered statistically significant at P<0.05.

(D apres Mimura et Joyce, 2006 [430])

L’activité de la B-Galactosidase a pH 6.0 (senescence- associated [-galactosidase :
SA-p-Gal) est considérée comme marqueur de sénescence cellulaire in vitro et in vivo [434,
435](la sénescence des CE cornéennes humaines est détaillée § 111.4). Dans 1’endothélium de
donneurs jeunes ex vivo (<30 ans ; n=4 ; age moyen : 14,848,1 ans ; 3-21 ans), pratiquement
aucune CE n’était SA-B-Gal'. Un fort marquage positif était observé dans les CE des
donneurs agés (>50 ans; n=4; age moyen: 68,3+53 ans; 62-75 ans) et plus
particuliérement dans la région centrale de la cornée (Figure 36). La détermination de
I’intensité de la coloration mettait en évidence une sénescence augmentant de la périphérie
jusqu’au centre des cornées agées. Ces résultats étaient confirmés par Song et al. en 2008
[436]. Une augmentation de ’activité de la B-Galactosidase était corrélée avec I’augmentation

de I’age des donneurs (n=1 pour chaque age ; 9, 17, 23, 57, 65 et 67 ans).
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Figure 36 : Analyse histochimique de D’activité de
SA-B-Gal dans les CE sur des cornées ex vivo.

(A) In younger donors, there is no or occasional faint
staining for SA-B-Gal. (B) By contrast, older donors
demonstrated a generally low level of positive staining
in the peripheral area and greatly increased staining in
the central area. Scale bars, 100 um.

(D’apres Mimura et Joyce, 2006 [430])

Dans les cornées ex vivo, les CE humaines périphériques conservent une forte
compétence proliférative indépendamment de 1’dge du donneur’. Les CE centrales des
cornées de donneurs agés conservent une compétence réplicative mais le pourcentage de
CE pouvant se répliquer est significativement inférieur par rapport aux CE
périphériques ou aux CE centrales de donneurs jeunes. Cette diminution de la capacité

proliférative est corrélée avec ’augmentation du nombre de CE sénescentes.

" Attention, ’ige maximum dans ces expérimentations était de 75 ans... Quid de nos donneurs européens
de trés grand age, 85 ans et plus...
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1ll.3. Mécanismes contribuant a I'inhibition proliférative in vivo

Bien qu’il existe des différences intrinséques liées a 1’age dans la capacité proliférative
des CE, celles-ci sont capables de répondre favorablement in vitro ou ex vivo a des stimuli
mitogéniques. Il a été supposé que différents mécanismes, in vivo, €taient capables de
maintenir ’endothélium cornéen en phase G; du cycle cellulaire. Différents facteurs
contribuant a cette inhibition proliférative ont été identifiés: absence de stimulation
mitogénique suffisante ; régulation négative par le TGF-B2 (Transforming-Growth-Factor-
f2) de I’humeur aqueuse; forte inhibition de contact. D’autres hypothéses comme le

raccourcissement des télomeres ont également été explorées.

Bien que la nomenclature reste confuse, il devient nécessaire d’établir une distinction

entre deux formes de sénescence cellulaire : une sénescence réplicative et une sénescence

prématurée induite par le stress.
A RETENIR

La sénescence réplicative résulte du
* %k %k Kk kK kK k k

raccourcissement successifs des télomeres qui se

La sénescence caractéristique observée dans produit au cours de la réplication de I'ADN

les CE nest pas du a une sénescence
4 by 0] L4
réplicative causés par le raccourcissement [437]. La longueur des télomeres et activité

critique des télomeéres mais est causée par une | télomérase qui permet d’empécher leur

sénescence prématurée induit par le stress. . . ~ e
raccourcissement pourraient €tre génétiquement

Kk ok ok ke ok ok ok ok ok prédéterminées. Les télomeres sont des

structures spécifiques hautement conservées,
présentes a I’extrémité des chromosomes des cellules eucaryotes et consistantes en des motifs
répétitifs hexameriques (TTAGGG). Ces séquences sont répétées plusieurs centaines de fois
sur chaque chromosome humain [438]. Ils ont un rdle essentiel dans la structure et la fonction
des chromosomes, notamment dans la stabilisation du chromosome pendant la réplication,
potentiellement dans la prévention de recombinaisons chromosomiques aberrantes [439] et
dans 1’adhésion des chromosomes a la matrice nucléaire. Ils sont considérés comme I’horloge
interne régulant les divisions cellulaires en déterminant le nombre maximum de mitose des
cellules somatiques. Les téloméres humains normaux peuvent atteindre jusqu'a 15 Kb de
longueur et il a été observé que leurs longueurs raccourcissent progressivement de 50-100 pb
a I’extrémité 5° de leur ADN lors de chaque division cellulaire dans les cellules somatiques

[439-442]. Une fois que les télomeres sont érodés jusqu'a une taille critique, le programme de
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sénescence est activé et les cellules deviennent irréversiblement non prolifératives. Ce
raccourcissement télomérique dépendant de la réplication de ’ADN est donc considéré

comme le coeur de I’horloge mitotique qui aboutit a la sénescence cellulaire [443].

Les télomérases, enzymes transcriptases inverses spécialisées, assurent la synthése et
la croissance des télomeres, chez I'humain et chez la plupart des autres organismes [444]. Ces
enzymes sont tres actives surtout pour les cellules qui se divisent de nombreuses fois
comme les cellules souches. Ainsi, dans beaucoup de types cellulaires humains, la réplication
de I'ADN et I'expression du géne TERT, codant la télomérase inverse transcriptase, sont
réprimés, les télomeres de ces cellules se raccourcissent donc progressivement a chaque
division. Au contraire, dans les tissus a multiplication cellulaire intense, comme les cellules-
souches ou les leucocytes, le géne TERT est exprimé et la longueur des télomeres reste
constante. Depuis quelques années, il a ét¢ démontré que I’introduction d’une activité
téelomérase (via le géene TERT) prolongeait la survie [445] de diverses cellules eucaryotes,
comme par exemple les cellules de 1’épithélium pigmenté rétinien (RPE-340), les fibroblastes
cutanés, les cellules épithéliales cristalliniennes humaines ou encore les cellules épithéliales

cornéennes humaines, toutes dépourvues d’activité télomérase endogene [442, 446, 447].

La sénescence prématurée induit par le stress (SIPS) est causée par 1'exposition des
cellules a certains stress environnementaux [448, 449]. La SIPS est considérée comme
«prématurée» car les cellules perdent leur capacité proliférative avant I'épuisement des
téloméres. Ainsi, les cellules conservent un potentiel prolifératif basé sur la longueur des
télomeres mais arrétent de se diviser en raison de mécanismes d'inhibition activée par le stress

induit par les stimuli extérieurs.

En 1998, Egan a été le premier a étudier les téloméres des CE humaines. [450]. La
longueur des fragments de restriction terminaux (7RF : terminal restriction fragments) était
comparée entre des CE et des cellules épithéliales provenant de donneurs agés de 5 semaines
a 84 ans. Les résultats indiquaient que les télomeres des CE étaient en moyenne plus longs
que ceux des cellules épithéliales. De plus, les CE transformées avec le proto-oncogéne E6/E7
montraient une diminution de leurs télomeéres avec le doublement de population. Aucune des
cellules n’avait d’activité télomérase. L auteur concluait que les CE cornéennes de donneurs
agés avaient des téloméres suffisamment longs pour permettre plusieurs cycles de division
avant le début de la sénescence réplicative et que le raccourcissement des téloméres n’était
pas en cause dans P’inhibition de la prolifération. En 2007, Konomi et Joyce ont

compar¢ la longueur relative des télomeres dans les CE périphériques et centrales provenant
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de donneurs jeunes (<30 ans) et 4gés (>50 ans) afin d’identifier le type de sénescence retrouvé
dans ces cellules [451]. Contrairement a Egan [450] qui ne mesuraient que la longueur des
TRF sur I’ensemble des CE cette équipe utilisa une technique quantitative d’hybridation in
situ a fluorescence (quantitative fluorescence in situ hybridization : Q-FISH). Cinq et six
paires de cornées provenant respectivement de donneurs jeunes (<30 ans; dge moyen :
17,848,2 ans ; 7-28 ans) et de donneurs agés (>50 ans ; 4ge moyen : 71,2+3.4 ans ; 67-76 ans)
¢taient utilisées dans cette étude. Sur une cornée, les cellules de la zone centrale (0-6 mm)
ainsi que de la zone périphérique (6-9,5 mm) étaient isolées, montées sur lame et marquées
avec une sonde a acide nucléique peptidique (peptide nucleic acid : PNA) couplé a la
fluorescéine isothiocyanate (FITC) se fixant spécifiquement sur les télomeres. Sur la cornée
sceur, la zone centrale et périphérique étaient directement marquées au PNA/FITC sans
isolement des cellules. Aucune différence significative n’était observée entre les régions
centrales et périphériques au sein de chaque groupe d’age ou entre les deux groupes d’age.
Ces résultats indiquent que, comme pour I’étude réalisée par Egan, le raccourcissement des

télomeéres n’est pas en cause dans la sénescence des CE cornéennes humaines.

Les travaux de Joyce NC et al. démontrent que la sénescence caractéristique
observée dans les CE n’est pas du a une sénescence réplicative causés par le
raccourcissement critique des télomeéres mais est causée par une sénescence prématurée
induit par le stress [451]. Ces résultats confirment ceux obtenus lors d’études antérieures
[450, 452, 453] démontrant que le statut non prolifératif des CE cornéennes humaines est
causé par une SIPS. Plusieurs projets de recherche actuellement en cours ont pour objectif
d’identifier la source de ce stress et de tester si la prévention ou un renversement possible des

effets de ce stress peut conduire a une prolifération des CE.
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Des facteurs de croissance (FC) sont présents dans I’humeur aqueuse, au niveau de la
membrane de Descemet et sont exprimés par les CE elles mémes. Leurs concentrations sont

faibles mais semblent étre dépendantes de la méthode d’échantillonnage ainsi que la

sensibilit¢ de la méthode utilisée. Les FC de
A RETENIR
I’humeur aqueuse sont: le FGF (Fibroblast
ek okk ok ok kok ok Growth Factor) acide [454] et basique [454,
La limitation des capacités prolifératives des CE | 455]; DUIGF-1 et -1 (Insulin-like Growth
invivo nest pas due a leur incapacit¢ | pycrop): 'IGFBP (Insulin-like Growth Factor
intrinséque a répondre a la stimulation des
Binding Protein) [456] ; et 'HGF (Hepatocyte

Growth Factor) [457]. L’EGF (Epidermal

facteurs de croissance.

La protéine kinase C-a joue un rble dans la
prolifération des CE induit par le SVF. Growth Factor) et le TGF-o (Transforming

* % % % Kk %k Kk kK Growth Factor) semblent é&tre absent de

I’humeur aqueuse ou ont des niveaux sous le

seuil de détection [458]. Les niveaux des FC dans I’humeur aqueuse peuvent augmenter
significativement en réponse a une inflammation, une lésion des tissus ou a tout autre
pathologie oculaire.

La membrane de Descemet, matrice extracellulaire formée par les CE, parait agir
comme réservoir des FC, notamment pour le FGF. Des CE bovines en culture sécrétent une
matrice extracellulaire qui favorise la croissance de différents types cellulaires comme les
cellules du cortex surrénalien [459]. Schweigerer a démontré que les CE bovines expriment le
gene codant pour le FGF basique et supposait que cette protéine pouvait agir comme un FC
paracrine et autocrine [460]. Blake a utilis€ cette matrice bovine comme support de
prolifération a des CE cornéennes humaines provenant de donneurs jeunes et agés [461]. Des
¢tudes utilisant du radiomarquage dirigé contre le FGF acide et basique ont permis
d’identifier spécifiquement les sites de liaisons de ces FC sur la membrane de Descemet sur
des cornées humaines [462]. La liaison du FGF sur la membrane semble se faire par
l'intermédiaire d'héparane sulfate car les sites de fixation du FGF sont sensibles a
I’héparatinase. Des tests ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ont été réalisés afin
de démontrer que les CE humaines ne synthétisaient pas seulement du FGF-2 endogéne dans
I’humeur aqueuse mais le sécrétaient également dans la matrice extracellulaire [463]. Une
activité mitogénique est observée dans des CE humaines in vitro aprés stimulation avec des

extraits de la matrice extracellulaire et son activité était partiellement inhibée par un anti-
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FGF-2 suggérant que la matrice associé¢e au FGF-22 est bioactive [463]. Il a été démontré que
I’isoforme de 18 kDa du FGF est principalement localisée dans le cytoplasme et la matrice
extracellulaire alors que I’isoforme de 24 kDa est prédominant dans le noyau des cultures de
CE de lapin [464]. Ces résultats suggerent que les FC comme le FGF sont associés a la
membrane de Descemet et pourraient stimuler une prolifération sous des conditions
appropriées.

Les CE synthétisent de nombreux FC ainsi que leurs récepteurs associés. Différentes
¢tudes ont démontrées que les CE humaines en culture exprimaient I’ARNm et/ou les
protéines de I’EGF et son récepteur ; le FGF acide et basique ; les récepteurs du FGF-1 et -2 ;
le TGF-B1 et -a ; I’'HGF et son récepteur et le KGF (Keratinocyte Growth Factor) [376, 465-
467]. La comparaison de cultures cellulaires entre des cellules prolifératives et des cellules en
sénescences a montré une réduction du niveau relatif d’expression de certains FC tel que
I’EGF et le TGF-1 dans les cellules sénescentes. Wilson a donc émis I'hypothése que la
diminution du taux de ces facteurs pourrait contribuer a I’état de sénescence observé dans ces
cellules [465]. La limitation des capacités prolifératives des CE in vivo n’est pas due a
leur incapacité intrinséque a répondre a la stimulation des FC car celles-ci ont démontré
une augmentation de la synthése d’ADN en organoculture et surtout lorsque 1’endothélium
subit une lésion ex vivo. Par exemple, il a été¢ démontré que la synthése d’ADN augmentait
dans les CE de cornées organocultivées apres que celles-ci aient subi une Iésion et en
présence : de sérum feetal humain (Fetal Human Serum : FHS) associé ou non a de ’EGF ou
a de l'insuline [468]. L’EGF [469] et le basique FGF [470] ont également la capacité
d’augmenter la synthése d’ADN des CE dans des cornées de chat organocultivées [469] ou in
vivo [470] apres 1ésion de I’endothélium.

Peu d’informations sont disponibles concernant les signaux de transduction induits par
les FC dans les CE cornéennes. Des cultures cellulaires de bovin, rat et lapin ont été utilisées
comme modele d’études en réponse aux mitogenes. Nous venons de voir que ces CE
exprimaient des récepteurs pour de nombreux types de FC, tels que pour I’EGF et le FGF-2,
et qu’elles proliféraient en réponses a ces facteurs aussi bien qu’avec du SVF. Des études
réalisées sur des CE bovines in vitro ont fourni des informations de base concernant les
premieres étapes de transduction du signal conduisant a I’entrée dans le cycle cellulaire. La

micro-injection de la protéine interférente dominante-mutante Ras (N17)i dans des CE

* Les protéines Ras sont des petites GTPases qui font partie de la famille des protéines G monomériques. Elles
sont activées par les récepteurs membranaires des facteurs de croissance. Elles agissent sur plusieurs voies
métaboliques par activation de kinases. Elles interviennent dans la régulation de la prolifération, de la
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bovines bloquait la synthése d’ADN généralement observée en réponse a une lésion indiquant
que la protéine G doit jouer un role dans la transduction du signal qui conduit a I’entrée dans
le cycle cellulaire [471]. L’addition de SVF augmentait I’expression des genes précoces c-fos
[472] et c-jun [473] prouvant qu’ils sont impliqués dans la prolifération. Des CE de rats in
vitro ont été utilisées afin d’étudier le role de la protéine kinase C (PKC) dans la prolifération
induite par le SVF [474]. L’incubation de ces CE avec des inhibiteurs de la PKC
(staurosporine ; chélérythrine ; calphostine C) ou avec des oligonucléotides anti-sens de la
PKC-a réduisait significativement la prolifération SVF-dépendante. Les inhibiteurs de la
PKC ainsi que les oligonucléotides anti-sens diminuaient significativement I’expression de la
cycline E qui est active durant la transition G;/S du cycle cellulaire (Figure 37). Ces résultats
indiquent que la PKC et plus particuliecrement PKC-a joue un role dans la prolifération des

CE induit par le SVF.

A. A ®

Figure 37 : Effet des inhibiteurs de la PKC et des
- - ' oligonucléotides antisens PKC-o. sur 1'expression protéique
de la cycline E.

Serum-starved cultures of rat corneal endothelial cells were
treated with the PKC inhibitors, calphostin C (10°M),
100 staurosporine (10*M, 10’M), or chelerythrine (10°M), or treated
with PKC-a antisense oligonucleotide before serum stimulation.
After 24 h, protein was extracted for Western blot analysis of
cyclin E (A). Graph in (B) shows the densitometric analysis of
cyclin E relative to a non-muscle myosin control. Results are the
mean (£SD) from three independent experiments. *P<0,05.

(D’ apres Graham MA et al., 2000 [474])
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différentiation et de la survie cellulaire ainsi que dans l'organisation du cytosquelette. Elles sont actives quand
elles sont couplées au GTP (Guanosine TriPhosphate), et inactives quand elles sont couplées au GDP
(Guanosine DiPhosphate). Deux sortes de protéines inactivent Ras en stimulant I'hydrolyse du GTP en GDP : la
protéine Ras-GEF (pour G Exchange Factor), et les protéines GAP (pour GTPase Activating Protein).
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111.3.2.1. Implications de la PLC-y1, de PI3K et de 'AMPc
Lors de la stimulation de CE de lapin en culture par du FGF-2, la phospholipase C-y1
(PLC-yl) [475, 476], la phosphatidylinositole 3-kinase (PI3K) [476] et 1’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) [477] sont impliqués dans la voie de signalisation.

Dans la cornée normale, le FGF-2 est un composant de la membrane de Descemet
pouvant étre nécessaire a la réparation de 1ésions [478-481]. Les actions biologiques du FGF-
2 sont médiées par des récepteurs transmembranaires, possédant une activité tyrosine kinase,
situés a la surface des CE [482, 483]. Un des

A RETENIR premiers événements cellulaires induits par la

liaison du FGF-2 a son récepteur est la
* % Kk Kk kK kK P

stimulation de la phospholipase C-yl (PLC-yl)
PLC-y1 conduita I'activation de la machinerie . .
du cycle cellulaire induisant la prolifération specifique de la phosphoinositide (PI) [484,
cellulaire en stimulant la synthése de CDK4 et | 485]. Une des activités cellulaire médi¢ par la
facilitant sa translocation dans le noyau et en PLC-'YI active est une action mitogéne dans de
exportant vers le cytoplasme, site de

destruction protéolytique, le CKI p27<™". un nombreux types cellulaires [485-487]. Il a été

inhibiteur de la phase Gi. démontré que le FGF-2 induisait une association

La voie de signalisation mitogénique par la | entre le domaine SH3 de la PLC-yl et la

PLC-y1 ne doit pas étre une voie majeure dans . . .,
v P ! vinculine [476] et que cette enzyme associée

les CE cornéennes.
avec le cytosquelette (vinculine et actine) jouait

* %k %k ko k ok k k k )
un role dans la mitogénese [475].

I est important d'identifier les ¢léments spécifiques des mécanismes de régulation du
cycle cellulaire apres activation de molécules de signalisation en réponse aux facteurs de
croissance. Plusieurs réseaux de signalisation semblent étre cruciaux pour la progression
Go/G; et la transition Go/M : (1) le mitogéne active la cascade des MAP kinases ce qui
entraine I’activation de nombreux facteurs de transcriptions comme Elk-1, c-Ets-1 et c-Ets-2
[488, 489]; (2) lactivation de la voie de signalisation PI3K/AKT qui inhibe p27"",
promouvant ainsi la transition G,/S du cycle cellulaire [490-492] ; (3) I’activation de la voie
des MAP kinases et I’inhibition de p27KLPl sont nécessaires a I’entrée en phase S [493] ; (4) la
régulation par la PKC qui semble agir sur la progression de la phase G; et au cours de la

transition G,/M [494, 495].
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La transduction des signaux extracellulaires mitogeénes culmine dans I’expression et
I’assemblage des différents complexes Cyclines/CDKs [149, 302]. Ces complexes sont
séquentiellement formés, activés et inhibés par les CKIs. Ces étapes gouvernent la
progression du cycle cellulaire. La surexpression des CKls entraine I’arrét du cycle cellulaire

en phase G1 [496, 497].

En 2002, Lee étudié I’'implication de la PLC-yl comme médiateur a la prolifération
des CE cornéennes de lapin en réponse a une stimulation par le FGF-2 [498]. Une exposition
de longue durée des CE au FGF-2 est nécessaire pour activer la PLC et induire la prolifération
cellulaire. Il existe une longue période de latence entre 1’activation de I’enzyme et le début de
la prolifération cellulaire : 1’activité enzymatique maximale est atteinte 8 heures apres
stimulation alors que la prolifération n’est détectée que 24 heures apres la stimulation.
L’utilisation d’anticorps neutralisants anti- PLC-yl, PLC-B1, ou PLC-51 a édontré
I’importance de la PLC-yl dans I’hydrolyse des phosphoinositides totales et dans la
prolifération induite par le FGF-2. L’implication de la PLC-yl dans la ¢gulation du cycle
cellulaire a été déterminée en bloquant I’action du FGF-2 sur CDK4 et p27°""!. FGF-2 stimule
la synthése de CDK4 et facilite son importation nucléaire alors qu’il facilite I’export nucléaire
de p27*"" vers le cytoplasme sans affecter sa synthése. Les anticorps neutralisants anti-PLC-
v1 abolissent 1’activi€ du FGF -2 sur la synthése ainsi que sur la translocation de CDK4 et

KIPL " Cette étude démontre que la PLC-y1 conduit a

bloquent 1’export nucléaire de p27
P’activation de la prolifération cellulaire en stimulant la synthése de CDK4 et facilitant
sa translocation dans le noyau et en exportant vers le cytoplasme, site de sa destruction
protéolytique, le CKI p27*"*!, un inhibiteur de la phase G, [498].  La voie de
signalisation mitogénique impliquant la PLC-y1 représente environ 20% de la prolifération
cellulaire induite par le FGF-2 : la cytochalasine B, qui rompt I’association de la PLC-y1 avec
le cytosquelette, inhibe la prolifération cellulaire induite par le FGF-2 d’environ 20% [475].
Des oligonucléotides antisens-PLC-yl entraine une diminution d’environ 15% de la
prolifération cellulaire apres stimulation avec du FGF-2 [475]. Des anticorps neutralisants
dirigés contre la PLC-y1 bloquent 1’activité de I’enzyme et la prolifération cellulaire de 20%
[498]. L’ensemble de ces résultats obtenus a partir de CE de lapin suggeérent que la voie de

signalisation mitogénique par la PLC-y1 ne doit pas étre la voie principale dans les CE

cornéennes.
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L’activation de PI3K est nécessaire a la synthése d’ADN en réponse a de nombreux
mitogenes [499-502]. PI3K est également connu pour participer directement a la progression

du cycle cellulaire par exemple dans les fibroblastes d’embryon de rat, ou I’activation de

PI3K suffit a induire D’entrée de cellules
A RETENIR

quiescentes dans le cycle en activant les

* ok ok ok ok ok ok ok ok ok complexes Cyclines/CDKs de la phase G; et

PI3K est un médiateur du FGF-2 dans | Gi/S et promouvant ainsi la synthése d’ADN

I'activation de la machinerie du cycle cellulaire.

[491]. Bien que l'importance de la voie PI3K

Il régule positivement I'expression de CDK4,

- , . ) . dans la prolifération cellulaire soit bien établie,
facilite son importation et sa séquestration dans

le noyau. Simultanément, PI3K régule | son rdle dans la régulation du cycle cellulaire

, . s . KIP1 . .
négativement I'expression du CKI p27 en n'est pas entiérement compris.

facilitant  sa dégradation au niveau
cytoplasmique par protéolyse en régulant sa CDK4 et p27KIPI sont impliqués dans la

phosphorylation. voie de régulation du cycle cellulaire apres

LS 0 0.0 8.6 & & stimulation avec du FGF-2 dans les CE

cornéennes de lapin [498]. En utilisant le méme

modele, la méme équipe a étudiée I’'implication de PI3K dans la progression du cycle
cellulaire des CE apres stimulation au FGF-2 [503]. Le nombre de CE stimulées avec du
FGF-2 commence a augmenter aprés 16 heures d’exposition et est maximal apres 24 heures,
suggérant que la prolifération cellulaire nécessite une exposition prolongée et continue des CE
au FC. L’activité enzymatique de PI3K est stimulée par le FGF-2. La prolifération cellulaire
est inhibée de maniére concentration dépendante lors de 1’ajout dans les cultures d’un
inhibiteur spécifique de PI3K (LY294002) apres stimulation des CE avec du FGF-2. PI3K
serait donc un médiateur du FGF-2 dans ’activation du cycle cellulaire. Comme PLC-
71, il régule positivement I’expression de CDK4, facilite son importation et sa
séquestration dans le noyau. Simultanément, PI3K régule négativement I’expression du
CKI p27%"* ! en facilitant sa dégradation au niveau cytoplasmique par protéolyse en
régulant sa phosphorylation. Des études utilisant des anti-mitogeénes (TGF-B2 et AMPc) ont

KIP1

par ailleurs démontré qu’ils utilisaient également CDK4 et p27~" au cours de leur action

[504, 505].

L’ensemble de ces résultats laisse supposer que, dans les CE cornéennes de lapin,
CDK4 et p27KIP1 sont deux acteurs clés dans Dinhibition proliférative et ce

indépendamment de la diversité des voies de signalisation cytoplasmique.

116



Deux équipes ont proposé que le TGF-f2 (Joyce, USA) et ’AMPc (Kim, Corée)
présents dans I'humeur aqueuse [398, 506, 507] jouaient un rdle clé¢ dans le maintien des CE

en phase G; du cycle cellulaire in vivo et in vitro [398, 504]. Le 8-bromoadénosine AMPc (8-

Br-AMPc), un analogue non hydrolysable et

A RETENIR . L . .
diffusible de 1’AMPc, inhibe la prolifération

* % %k kK k kK ok KIPL. 4

cellulaire en régulant positivement p27

: KIPL .
L'’AMPc est inhibe les effets de PI3K en | bloque la phosphorylation de p27 qui est
présence de stimulation mitogénique. nécessaire a son export nucléaire et a sa

PI3K et 'AMPc sont les principales molecules | dégradation [504]. De plus, de nombreuses études

effectrices connues pour réguler la , . ,
o , ) dans d’autres type cellulaire ont reportées que
prolifération cellulaire des CE cornéennes de

|ap|n en réponse a une stimulation I’AMPC ll’lhlbe la tral’lSItlol’l G]/S du CyCle

mitogenique. La régulation négative de PI3K | cellylaire en régulant négativement les CDK2 et 4,

par I’AMPc doit jouer un role important dans . , .
. . la Cycline D1 ou D3 et en régulant positivement
le phénotype d’arrét en phase G4 des cellules

endothéliales. p21°"" ou p27°*! [183, 508-512]. L'AMPc inhibe
* % % Kk % Kk % Kk k Kk donc directement la progression du cycle

cellulaire. Des études ont démontré que I’AMPc et

son effecteur, la protéine kinase A AMPc dépendante (PKA), étaient impliquées dans de

nombreuses voies de signalisation [513-516].

Dans la continuité des travaux réalisés sur I’action de PI3K sur la régulation du cycle
cellulaire des CE cornéennes de lapin, Lee a étudi¢ le role régulateur de ’AMPc sur
’expression de CDK4 et p27°""! [477]. Dans cette étude, le 8-Br-AMPc inhibait la voie de
signalisation PI3K/AKT. Le 8-Br-AMPc et ’inhibiteur de PI3K (LY294002) déclenchaient
de fagon équivalente la stimulation de p27"' et I’inhibition de CDK4. Ils inhibaient
également la prolifération cellulaire, la translocation nucléaire de CDK4 et la phosphorylation
de p27°""'. La régulation négative de PI3K par le 8-Br-AMPc était médiée par une inhibition
directe de 1’activité de PI3K, qui par la suite bloquait la phosphorylation des sites Serd73 et
Thr308 d’AKT. Le 8-Br-AMPc induisait également un rapide turnover de la protéine AKT et

une réduction importante de la demi-vie de CDK4.

L’ensemble de ces données suggerent que PI3K régule la progression du cycle
cellulaire en modulant les niveaux protéique de CDK4 et de p27*'"' et que PAMPc est
capable d’inhiber les effets de cette kinase en présence de stimulation mitogénique. Un

équilibre entre Iactivité des effecteurs positifs (FGF-2 via la PLC-y1 et PI3K) et I’activité des
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effecteurs négatifs (AMPc) est crucial pour les CE cornéennes in vivo. Ainsi, un équilibre
entre ces effecteurs opposés est nécessaire pour l'endothélium cornéen, non seulement pour
I'homéostasie, mais aussi pendant le processus de réparation des 1ésions. PI3K et ’AMPc
sont les principales molécules effectrices connues pour réguler la prolifération cellulaire
des CE cornéennes de lapin en réponse a une stimulation mitogénique. La régulation
négative de PI3K par I’AMPc doit jouer un role important dans le phénotype d’arrét en
phase G; des cellules endothéliales in vivo. Notons que ces travaux réalisés chez le lapin

n’ont pas d’équivalent chez I’homme.

La Figure 38 résume I’implication de la PLC-yl, de PI3K et de I’AMPc dans la

régulation du cycle cellulaire des CE cornéennes aprés stimulation par le FGF-2.
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Figure 38 : Schéma récapitulatif de I'action de la PLC-y1, de PIK3 et de ' AMPc dans la régulation du cycle cellulaire
des CE cornéennes aprés stimulation par le FGF-2.
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111.3.2.2. PTP1B inhibe I'action de 'EGF

L’EGF induit une prolifération des CE cornéennes chez le lapin [517], les bovins [395,
518], le chat [470, 519], les primates non humains [520, 521] et les hommes [420, 422, 461,

520] mais le niveau relatif de synthése d’ADN et le nombre de CE qui se divisent en réponse

au stimulus est relativement faible, en particulier

A RETENIR .
pour les CE provenant de donneurs humains agés

ok ok ke ok ok ok ok ok [422]. Bien que I’EGF soit connu pour stimuler
PTP1B joue un rdle dans la régulation négative la prolifération de ces CE il y a encore peu

de la signalisation induite par I'EGF et aide a d’information concernant les mécanismes de

supprimer l'entrée du cycle cellulaire. i . .
régulation du signal.

L’expression importante de PTP1B dans les CE
de donneurs agés suggére que la baisse de Le récepteur a I’EGF (EGFR) est une

Factivité proliférative en réponse a I'EGF est | nrotéine transmembranaire (1186 acides aminés)
due, au moins en partie, a 'augmentation de

Factivité de PTPAB. qui fait parti du groupe des récepteurs possédant

une activité tyrosine kinase intrinséque [522]. La
% %k %k %k kK ok kK ok

phosphorylation réversible de la tyrosine aide a

la régulation de nombreux mécanismes cellulaires tels que la prolifération, la migration et la
différenciation [523]. En réponse a la liaison d’un ligand, les résidus spécifiques tyrosine
Tyr992 et Tyrl1148 situés dans le domaine intracellulaire COOH-terminal de I’EGFR
deviennent autophosphorylés. [524]. L’autophosphorylation de la tyrosine dans les récepteurs
favorise la fixation directe de protéines de signalisation contenant des domaines de
I'homologie 2 de Src (SH2) [524-527]. La liaison du ligand a 'EGFR peut induire 1'activation
d'un certain nombre de voies de signalisation comprenant la phospholipase C-y (PLC-y), les
cascades de la protéine kinase C (PKC) et ras conduisant a I’activation de MAP kinases
différentes. Dés son activation par la fixation du ligand, ’EGFR est rapidement internalisé
dans des endosomes, le domaine extracellulaire du récepteur se retrouvant dans les
endosomes et son domaine intracellulaire s’étendant vers le cytoplasme. L’EGFR est encore
actif dans ’endosome pendant plusieurs minutes avant soit d’étre dégradé par les lysosomes
soit d’étre recyclé vers la membrane plasmique [528]. Le sort du récepteur ainsi que la sortie
du processus de signalisation dépend d’une part de la poursuite de la fixation du ligand et

d’autre part de son activité kinase intrinséque [522, 529].

L’activité catalytique de nombreux récepteurs tyrosine kinases est fortement régulée
par des protéines tyrosine phosphatases (PTPs), qui agissent comme des interrupteurs

« on/off » des voies de signalisation [523, 530]. PTP1B contribue a la régulation de plusieurs
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fonctions cellulaires notamment la prolifération. Cette protéine se lie a ’EGFR in vitro [524]
et in vivo [531], interagit et déphosphoryle spécifiquement les résidus Tyr992 et Tyr1148
situés sur le domaine cytoplasmique du récepteur [524]. Des études indiquent qu’il existe une
compétition pour la fixation de PTPIB sur ces sites. Le domaine SH2 ainsi que la PLC-y
interagissent avec Tyr992 alors que la protéine activatrice de la GTPase Ras (GAP) interagit
avec Tyr1148. Cette compétition de liaison démontre que PTP1B doit jouer un role dans la

régulation du signal descendant de I’EGFR via la PLC-y et/ou GAP.

L’équipe de Joyce a montré 1’expression de différents types de PTPs (PTP1B, SHP-1,
SHP-2, PTP-mu et PTEN) dans les CE cornéennes de rat ex vivo et in vitro [532]. Lorsque des
CE en culture, sans SVF, sont traitées avec un inhibiteur de phosphatase, le sodium
orthovadate (SOV), le nombre de CE entrant en prolifération (Ki67") augmente, suggérant
que les PTPs interviennent dans ’inhibition de la régulation du cycle cellulaire des CE

cornéennes.

La méme équipe a démontré I'implication de PTPIB dans [’inhibition de la
prolifération des CE cornéennes de rat in vitro [533]. L’expression des transcrits de PTP1B
est similaire dans les CE confluentes et subconfluentes mais est 3 fois supérieure dans les CE
non confluentes. En immunomarquage, PTP1B est localisée dans des structures vésiculaires
situées sous les membranes plasmiques. Les récepteurs a I’EGF sont localisés au niveau des
bordures intercellulaires mais 15 minutes aprés traitement a I’EGF ils se retrouvent
majoritairement au niveau cytoplasmique. Le pic de phosphorylation de la Tyr992 de I’EGFR
a lieu 5 minutes aprés la stimulation des CE avec de ’EGF et redescend rapidement a son
niveau basal en 30 minutes. Dans des CE prétraitées avec un inhibiteur de 1’activité¢ de PTP1B
(CinnGEL 2Me), le pic de phosphorylation de Tyr992 se produit 2 minutes apres 1’ajout
d’EGF et reste a un niveau élevé 60 minutes apres le traitement. Dix huit heures apres 1’ajout
d’EGF, les cultures prétraitées au CinnGEL 2Me montre une augmentation de 1,7 fois du
nombre de CE Ki67" comparé aux cultures controles. La comparaison des niveaux en ARNm
et en protéines de PTP1B indique que PTP1B subit une régulation post-traductionnelle. La
localisation de PTP1B dans des vésicules sous la membrane plasmique et I’internalisation de
EGFR aprés stimulation par ’EGF suggerent qu’il existe une interaction entre les deux
protéines et que PTP1B régule I’activité du récepteur en agissant sur Tyr992. PTP1B joue un
role dans la régulation négative de la signalisation induite par I'EGF et aide a supprimer

I'entrée dans le cycle cellulaire.
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La méme équipe a étudi¢ le role de PTP1B dans la régulation de D’entrée en
prolifération des CE humaines, ex vivo et in vitro, en réponse a une stimulation avec de I’EGF
chez des donneurs jeunes (<30 ans ; n=8 ; age moyen : 9,1£8,5 ans ; 0-18 ans) et agés (>50
ans ; n=10 ; age moyen : 66,3+7,5 ans ; 55-78 ans) [534]. Des immunomarquages ont permis
de localiser PTP1B dans le cytoplasme des CE en culture et sur cornée ex vivo montées a plat

(Figure 39).

Figure 39 : Localisation de PTP1B dans des CE cornénnes humaines ex vivo et in vitro.

(A) Representative image of PTP1B (green) staining in the endothelium of a cornea obtained from a 59-year-old donor.
PTP1B is localized in a punctate pattern mainly within the cytoplasm. Some punctate staining is also visible in nuclei (red).
(B) PTP1B staining in subconfluent cells cultured from a 55-year-old donor results in a similar punctate pattern in the
cytoplasm and nucleus. Image is an overlay from both the FITC and rhodamine channels. green: PTP1B. red: Propidium
iodide.Original magnification: 40X.

(D apres Ishino et al., 2008 [534])

La présence de EGFR et de PTP1B dans les CE a été confirmée par Western Blot.
Aucune différence significative n’était observée dans I’expression du récepteur a I’EGF en
fonction de 1’age alors que I’expression de PTP1B était significativement supérieure dans les
CE de donneurs agés. Une pré-incubation des CE avec I’inhibiteur du PTP (CinnGEL 2Me)
induisait une augmentation significative du nombre de CE incorporant le BrdU 48 heures

apres stimulation avec le FC (Figure 40).
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O DMSO * Figure 40 : Effet de l'inhibiteur 2 PTP1B
: — sur l'entrée du cycle cellulaire des CE en
S CARGEI M réponse a une stimulation a ’EGF.
Subconfluent cells were pre-incubated for 1
h in medium containing either DMSO alone
20 or 25 uM of the PTP1B inhibitor, CinnGEL
2Me, diluted in DMSO. Following this pre-
15 [ T incubation step, 25 ng/ml EGF was added to
all cultures. Samples were taken for BrdU
staining at 0, 12, 24, or 48 h after EGF
addition.
Bar graph shows the average percent of
BrdU-positive HCEC at each time point.
Bars represent SEM. The asterisk indicates
statistical significance at p=0.019.
(D’apres Ishino et al., 2008 [534])

10

BrdU incorporation (%)

0 0 12 24 48
Time after EGF stimulation (h)

Les immunomarquages précisent que PTPI1B est localis¢ dans le réticulum
endoplasmique, site connu d’interaction EGFR/PTP1B aprés stimulation par I’EGF.
L’expression importante de PTP1B mais pas de ’EGFR dans les CE de donneurs agés
suggeére que la baisse de ’activité proliférative en réponse a ’EGF est due, au moins en
partie, a ’augmentation de D’activit¢ de PTP1B. Le fait que I’inhibition de PTP1B
augmente le nombre relatif de CE entrant en phase S du cycle indique que PTP1B est un
régulateur négatif de la prolifération cellulaire induit par ’EGF. Il pourrait étre possible
d’augmenter les capacités prolifératives des CE cornéennes, notamment chez les personnes

agés, en inhibant I’activité de cette importante protéine tyrosine phosphatase.

La Figure 41 schématise 1’action de PTP1B sur la régulation du cycle cellulaire des

CE cornéennes apres stimulation avec de ’EGF.
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Figure 41 : Action de PTP1B sur la régulation du cycle cellulaire des cellules endothéliales cornéennes aprés
stimulation avec du FGF-2.
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La cytokine TGF-B est un médiateur potentiel de I’arrét en phase G; des CE. Il a été

démontré que cette cytokine inhibe la transition G;/S du cycle cellulaire dans certains types

cellulaires [167] ainsi que la prolifération in vitro des cellules épithéliales cristalliniennes

A RETENIR
1L 8. 0. 0.0.0.0.0.6 &

Le TGF-B1 et -p2 sont capables de supprimer I'entrée

en phase S et la synthese d’ADN dans les CE

[535]. Les transcrits et la protéine du TGF-
B1 sont exprimés dans les cultures de CE
cornéennes humaines, il est donc possible
que cette cytokine exerce son action de

manicre autocrine ou paracrine. La forme

cornéennes de rat. Il est particulierement important de latente du TGF-BZ un puissant facteur
b

noter que le TGF-B2 activé dans I'humeur aqueuse

o . L immunosuppresseur, est présent en relative
supprime également l'entrée en phase S, indiquant pp ’ P

haute concentration dans I’humeur aqueuse

[506, 536].

que cette cytokine pourrait contribuer a l'arrét en

phase G4 de I'endothélium cornéen in vivo.

Bien que le mécanisme

Le TGF-B2 inhibe la transition G4/S des CE en
KIP1

d’activation du TGF-B2 soit encore mal

bloquant la phosphorylation de p27 et donc sa . , .
. , ] o , compris dans I’humeur aqueuse, il est
dégradation maintenant ainsi une forte concentration

d'inhibiteur du cycle cellulaire. connu que de nombreux mécanismes

Le TGF-B2 régule positivement 'expression de COX-2 | Peuvent activer cette cytokine comme les

dénaturants, les radiations

et donc la production de PGE-2 et d’AMPc, conduisant traitements

a linhibition de la voie de signalisation PI3K/AKT

ionisantes ou une Interaction avec la

activée par le FGF-2.
thrombospondine§ [541-543]. Les CE

% % %k %k Sk %k ko k ok ' ‘
doivent étre capables d’activer le TGF-f

latent car des études ont démontré que des
CE bovines étaient capables de synthétiser de la thrombospondine et de I’incorporer dans leur
matrice extracellulaire [544]. La fibrine, présente dans la chambre antérieure en réponse a des
dommages ou a une inflammation, induit I’expression de thrombospondine [545] et

I’activateur tissulaire du plasminogene [546] dans les CE bovines in vitro.

¥ La thrombospondine est une molécule d'adhésion cellulaire qui interagit via des domaines spécifiques avec un
large éventail de composants de la matrice extracellulaire, notamment le fibrinogene, la fibrine, la fibronectine,
le collageéne et 1’héparane sulfate protéoglycane. La thrombospondine de type 1 (TSP-1) est une protéine
ubiquitaire synthétisée et sécrétée par un grand nombre de cellules d'origine épithéliale et mésenchymateuse et
induit in vitro 1'adhésion, la migration et la prolifération cellulaire. Son expression par les cellules vasculaires est
régulée par les hormones et les cytokines et apparait corrélée a des états physiopathologiques tels que la
réparation tissulaire. Les niveaux de TSP-1 augmentent en réponse aux lésions et pendant le développement
[537]. TSP-1 active le TGF-p latent par interactions directes [538-540].
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Joyce a suggéré dés 1997 que le TGF-B devait étre un facteur négatif in vivo aidant au
maintien de ’arrét en phase G; des CE. Pour que la transduction du signal ait lieu, les
récepteurs de type I et les récepteurs de type II doivent étre exprimés a la surface de la cellule
[547, 548]. La fixation du ligand sur un récepteur de type II entraine le recrutement du
récepteur de type I et la formation d’un complexe récepteur type I-type II. La formation de ce
complexe entraine la phosphorylation du récepteur de type I par celui de type II et I’'induction
d’un signal intracellulaire. L’isoforme 2 du TGF-B posséde une faible affinité avec le
récepteur de type II mais se lie facilement au récepteur de type III [549]. Ce dernier ne
participe pas directement dans la transduction du signal mais coopere avec les récepteurs de
type I et II en produisant un signal transmembranaire permettant de présenter le TGF-$2 au
récepteur de type II. Des RT-PCR et des immunolocalisations ont révélé que les CE
humaines exprimaient les ARNm et les protéines de ces trois types de récepteurs [550].
Des RT-PCR ont également démontré que les CE de lapin in vitro exprimaient ces trois types
de récepteurs [551]. Ces résultats suggerent que les CE peuvent étre sensibles au TGF-3 et
que cette cytokine joue un roéle dans I’arrét de la prolifération cellulaire in vivo. Des études
réalisées par cytométrie de flux et par marquage au BrdU ont été conduites afin de déterminer
les effets du TGF-B1 et -B2 sur la progression du cycle cellulaire de culture endothéliales de
lapin subconfluentes [551]. La cytométrie de flux a révélé que les deux isoformes du TGF-3
induisaient une réduction dose-dépendante du pourcentage relatif de cellules en phase
S/G; avec une augmentation concomitante de celles en phase Gy/G;. L’¢étude réalisée par
marquage au BrdU a démontré que les deux isoformes supprimaient ’entrée en phase S
(Figure 42). Ces résultats indiquent donc que les deux isoformes du TGF-B inhibent la
transition G1/S du cycle et que le TGF-f est en partie responsable de ’arrét des CE en

phase G; in vivo.
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Figure 42 : Effet du TGF-B1 et —p2 sur I’incorporation de BrdU par
les CE cornéennes de lapin..

Subconfluent, serum-starved cells were maintained in the presence of
BrdU and incubated in medium containing 10% FBS plus 25 ng/ml FGF
I (white bars), medium containing FBS plus FGF and supplemented with
either 10 ng/ml TGF-B1 (gray bars) or TGF-B2 (black bars). After 18, 24,
| and 30 h of incubation cells were immunostained for BrdU,
counterstained with propidium iodide, and counted. Results are expressed
as the average percent of BrdU positive cells in at least two separate
experiments.

(D’apres Harris DL and Joyce NC, 1999 [551])
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Les effets du TGF-B2 exogene par rapport au TGF-B2 endogéne présent en forte
concentration dans I’humeur aqueuse a été étudié sur culture de CE de rat par mesure de
I’incorporation de la thymidine tritiée [398]. Le TGF-B2 supprime I’entrée en phase S
(Figure 43.A). Dans les CE controles, incubées avec 10% de SVF, l’incorporation de
thymidine tritiée commence apres 16 heures. L’addition de 5 ng/mL de TGF-B2 en présence
de SVF diminue I’incorporation de la thymidine sans I’inhiber totalement. La spécificité de la
réponse au TGF-B2 exogéne a été démontrée par I'utilisation d’un anticorps anti TGF-32
neutralisant. Des résultats similaires étaient obtenus avec I’humeur aqueuse de rat (Figure
43.B). L’humeur aqueuse était congelée-décongelée plusieurs fois pour activer le TGF-2

latent puis diluée au 1/10. Ses effets étaient similaires au TGF-2 exogéne.
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Figure 43 : Effets du TGF-B2 exogéne (A) et du TGF-f2 de I’humeur aqueuse (B) sur I’entrée en phase S des CE
cornéennes de rat.

In (A), subconfluent cells incubated in 10% FBS alone [TGF-f (-)] incorporated tritiated thymidine beginning around 16 h
after serum addition and incorporation peaked after about 32 h. Thymidine incorporation, expressed in counts per minute
(CPM), was suppressed upon the addition of 5 ng/ml exogenous TGF-2 [TGF-f], but suppression was reversed when TGF-
2 was incubated with neutralizing antibody prior to addition to the cultures [TGF+Ab]. In (B), rat aqueous humor diluted
1:10 [1:10 AH] suppressed thymidine incorporation compared to positive controls [TGF-B (-)], but the suppression was
reversed when the diluted aqueous humor was pre-incubated with TGF-f2 neutralizing antibody [1:10 AH+AD].

(D’apreés Chen et al., 1999 [398])

L’ensemble de ces résultats indiquent que le TGF-B1 et -2 sont capables de
supprimer ’entrée en phase S et la synthése d’ADN dans les CE cornéennes de rat. Il est
particuliérement important de noter que le TGF-B2 activé dans 1'humeur aqueuse
supprime également l'entrée en phase S, indiquant que cette cytokine pourrait

contribuer a arrét en phase G; de I'endothélium cornéen in vivo.

Les travaux réalisés par Kim et Joyce sur des cultures de CE de lapin ont confirmé le
role du TGF-B2 dans I’inhibition de la prolifération de 1’endothélium cornéen [504, 505]. 1l a
été démontré que la forme phosphorylée de p27*'*! était localisée dans le noyau des CE

proliférantes. Cette forme n’était pas détectée dans les cellules traitées au TGF-B2. La
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cytokine induisait une baisse d’expression de CDK4 et prévenait la phosphorylation de
p27°""! qui est nécessaire 4 son export nucléaire afin d’étre dégradé par la voie de
I’ubiquitine/protéasome [187, 190, 254, 552]. Le TGF-B2 inhibe la transition G,/S des CE
en bloquant la phosphorylation de p27KIP1 et donc sa dégradation maintenant ainsi une

forte concentration d’inhibiteur du cycle cellulaire.

Une étude réalisée sur des CE de rat en culture a mis en évidence que la réponse au
TGF-B2 est dépendante de la concentration en SVF dans le milieu [553]. En absence de TGF-
B2, une augmentation linéaire de I’incorporation de thymidine tritiée est constatée 16 heures
apres 1’ajout de SVF. Le SVF induit la synthése d’ADN de maniére dose dépendante a des
concentrations allant de 0,5 a 10% (Figure 44.A). L’addition de TGF-B2 a des cultures
supplémentées avec 10% de SVF inhibe la prolifération de fagon dose dépendante.
L’amplitude de croissance est diminuée et le temps de passage de la phase G; est prolongé a
24 heures (Figure 44.B). Dans des CE cultivées avec 1% de sérum, le TGF-f2 (5 ng/mL)
retarde I’entrée en phase S sans supprimer le taux de croissance (Figure 44.C). Dans des
cultures sans SVF, la cytokine induit une croissance cellulaire a un niveau comparable a celle
observée dans des cultures supplémentées avec 0,5% de SVF, c'est-a-dire faible (Figure
44.D). L’ensemble de ces résultats montre que la réponse des CE au TGF-B2 exogéne
dépend de la concentration du SVF dans le milieu et suggére qu’in vivo 1’apport de
facteurs de croissances sériques a travers une barriére hémato-oculaire altérée pourrait

influencer la croissance des CE en modifiant leurs réponses au TGF-2 de I’humeur aqueuse.

127



*H-Thymidine Incorporation (CPM)

]

0 8 16 24
Hours after Serum Addition

F1G. 1. The kinetics of S-phase entry of rat CE cells by
[*H]thymidine bioassay. Rat CE cells were cultured in
medium containing 0% (@), 0:5% (O), 1% (x), 5% (A)
and 10% () FBS. Values are the mean + sEM of three
separate experiments conducted in quadruplicate.
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F16. 3. Kinetics of [*H|Thymidine incorporation of rat CE
cells were altered upon addition of TGE-B2 to 1 % serum, as
determined by [*H]thymidine bioassay. Rat CE cells were
cultured in medium containing 1% FBS alone (¢} and in
the same medium supplemented with 5 ng ml~! TGE-B2
{A). Values are the mean + sem of three separate
experiments conducted in quadruplicate.
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Fig. 2. TGF-2 dose-dependent suppression of [3H]thymi-
dine incorporation in rat CE cells. Rat CE cells were cultured
in medium containing 10 % FBS alone (¢) and in the same
medium supplemented with 0-5 ng ml=! of TGF-B2 (x),
1 ng ml™! of TGF-B2 {A), 5 ng ml™! of TGF-B2 (A) and
20 ng ml~! of TGF-B2 (). Values for [*H]thymidine are the
mean + SEM of three separate experiments conducted in
quadruplicate.
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Figc. 4. The kinetics of S-phase entry of rat CE cells
promoted with TGE-B2, as determined by [*H]thymidine
bioassay. Rat CE cells were cultured in medium containing
no FBS (@) and in the same medium supplemented with
S ng ml~! TGE-B2 ({J} or 0-5% FBS (A). Values are the
mean + S.EM of three separate experiments conducted in
quadruplicate.

Figure 44 : Effets différentiels du TGF-B2 sur la proliférations des CE de rat in vitro.

(A) Kinetics of S-phase entry of rat endothelial cells by [*H]thymidine bioassay (B) TGF-B2 dose-dependent suppression of
[*H]thymidine incorporation (G) Kinetics of [*H]thymidine incorporation of rat endothelial cells were altered upon addition
of TGF-P2 to 1% serum as determined by [*H]thymidine bioassay (D) Kinetics of S-phase entry of rat endothelial cells
promoted with TGF-B2 as determined by [3H]thymidine bioassay.

(D’aprés Chen KH et al., 2002 [553])
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Le FGF-2 et le TGF-B2 sont tous les deux présents dans I’humeur aqueuse et ces
deux cytokines, respectivement, active ou inhibe la prolifération cellulaire. Les
mécanismes intracellulaires par lesquels le TGF-B2 inhibe la réponse mitogénique induite par
le FGF-2 sont encore mal connus. Lu a montré que le TGF-B2 et le FGF-2 ont des effets
opposés sur la prolifération des CE bovines en culture et que le TGF-B2 pouvait outrepasser la
prolifération induite par FGF-2 en augmentant I’expression de Ccox-2" (« cyclooxygenase-
2 ») [556]. La surexpression de COX-2 réduit de fagon significative la prolifération induite
par FGF-2 alors que NS398, un inhibiteur spécifique a COX-2, annule I’effet du TGF-2 sur
la prolifération induite par FGF-2. La prostaglandine E2 (PGE-2), produit de COX-2, bloque
la prolifération induite par FGF-2 [557]. Alors que FGF-2 stimule la prolifération cellulaire en
activant la voie AKT, le TGF-B2 ainsi que PGE-2 inhibent cette voie de signalisation. De
facon concomitante, I’AMPc inhibe également 1’activation d’AKT par le FGF-2. La PGE-2
exogeéne diminue rapidement 1’activation d’AKT induite par le FGF-2 et augmente le niveau
intracellulaire d’AMPc dans les CE bovines conduisant a une baisse de la réponse au FGF-2
et donc de la prolifération. Le TGF-B2 via I’action de PGE-2 induit une baisse de la réponse
proliférative induite par le FGF-2. Le TGF-B2 doit réguler positivement I’expression de
COX-2 et donc la production de PGE-2 et d’AMPc, conduisant a ’inhibition de la voie
de signalisation PI3K/AKT activée par le FGF-2.

La Figure 45 résume le mode d’action du TGF-B2 dans I’inhibition de la prolifération

des cellules endothéliales cornéennes.

™ La cyclooxygénase (COX), identifiée il y & 20 ans, est I’enzyme clé nécessaire a la conversion de l'acide
arachidonique en prostanoides (prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes.). Elle agit comme une
dioxygénase et une péroxydase. Deux isoformes de la cyclooxygénase ont été identifiées : COX-1 et COX-2
[554]. Les "COX-1" font parties d'une famille d'enzymes constitutives de I'organisme, qui se trouvent dans une
immense majorité des cellules, et impliquées dans de nombreux mécanismes. Les "COX-2" font parties d'une
famille d'enzymes inductibles par de multiples facteurs pro-inflammatoires (cytokines, interférons...) [555]. Cette
protéine est trés conservée au cours de 1’évolution : COX-2 humaine a une homologie de 86 a 89% avec la
souris, le rat, le mouton, le beeuf, le cheval et le lapin. L'activité enzymatique de type "COX-2" est exprimée
dans un nombre limité de type cellulaire (cellules endothéliales vasculaires, rénales et au niveau du systeme
nerveux central).

129



rorn e

Cytoplasme

s

Translocation

Synthése  Translocation

=)

[s,

Figure 45 : Action du TGF-B2 dans I’inhibition de la prolifération des CE cornéennes.
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Les ¢études classiques portant sur les cultures cellulaires monocouches ont clairement
démontré que la prolifération cesse avec I’augmentation de la DCE et lorsque les cellules

rentrent en contact les une avec les autres. L’inhibition de la prolifération contact-dépendant

se produit lorsque « une forte densité cellulaire

A RETENIR o
induit un arrét du cycle dans lequel I’ADN

* ok ok ok ok ok ok ok ok ok génomique ne se réplique plus méme en

La formation de contacts intercellulaires forts | présence de facteurs de croissance » [558]. Des

est un facteur antiprolifératif significatif et est études ont démontré que la DCE n’était pas le

responsable, en grande partie, du total arrét de

facteur criti la régulation la
la prolifération des cellules endothéliales cteu critique de cguiatio de

cornéennes in vivo. prolifération de la monocouche ; cependant, le

+* H kK kK K Kk contact cellulaire médi¢ par les interactions

protéines-protéines était extrémement important

[559]. La prolifération est supprimée de facon réversible et de maniére dose dépendante
lorsqu’une fraction enrichie de membrane de CE vasculaires ou des vésicules membranaires
dérivées de cellules apicales de surface sont ajoutées a des cultures de faible densité¢ de

cellules endothéliales vasculaires [560]. Cette inhibition a lieu méme en présence de FC.

Depuis qu’il est connu que I’endothélium cornéen mature in vivo forme une
monocouche non proliférative, 1’hypothése que les contacts intercellulaires puissent Etre
responsables, au moins en partie, du maintien de cette non-réplication a ét¢ formulée. Les
cellules mésenchymateuses situées a la périphérie de la cornée présomptive forment la
monocouche endothéliale par migration et prolifération entre le stroma primaire et
I’épithélium cristallinien. Si le contact cellulaire induit 1’arrét du cycle, il devrait y avoir une
corrélation positive entre la formation des contacts cellulaires matures et I’arrét de la
prolifération. Afin de tester cette hypothése, Joyce a observé la cinétique relative
d’incorporation du BrdU dans la formation de la monocouche endothéliale cornéenne de rats
nouveaux nés [561]. Les rats nouveaux nés sont considérés comme un excellent modéle
puisque I’endothélium cornéen de rat n’est pas mature a la naissance [324, 561, 562]. Le
nombre relatif de CE incorporant le BrdU diminue graduellement de 12 a 0% de la naissance
au 13 jour postnatal. Aprés ce délai, aucun marquage n’est observé. La stabilité de la
monocouche est déterminée par I’immunolocalisation de protéines associées a la membrane
connues pour étre présentes dans des domaines spécifiques dans 1’endothélium mature. Ces

protéines incluaient ZO-1 (protéine associée aux jonctions serrées localisées sur les
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membranes latérales), les pompes Na'/K'-ATPase (localisées sur les membranes
basolatérales) et la B3-intégrine (localisées sur les membranes basales). Quatorze jours apres
la naissance, I’immunomarquage pour ces protéines est localis¢ sur I’ensemble de la
membrane plasmique. Entre le 14°™ et le 21°™ jour, la localisation de chaque protéine
commence a se restreindre aux domaines membranaires observés dans les endothéliums

KIP1

matures. De plus, 'immunomarquage du CKI p27™" " est détecté dans 1’endothélium un jour

1! La corrélation

apres la naissance alors qu’aucun marquage positif n’est observé pour p2
entre la diminution de la prolifération et I’augmentation de la stabilité de la monocouche
suggére fortement que la formation de contacts intercellulaires est responsable, au
moins en partie, a la perte de Dactivité proliférative durant la formation de
I’endothélium. La diminution progressive de la prolifération au cours des deux premicres
semaines de vie des rats, devrait s’accompagner d’une expression des CKls impliqués dans

KIP1
7

I’arrét du cycle. Sur les deux inhibiteurs testés, seul p2 est exprimé apreés un jour

CIP1
1

postnatal, suggérant que cet inhibiteur, plutot que p2 , contribue a Parrét du cycle

cellulaire au cours de la formation de I’endothélium.

La prolifération, en présence de FC, des CE proches d’une Iésion endothéliale alors
que les plus ¢loignées n’ont aucune activité plaide également fortement en faveur d’un réle
des contacts intercellulaires dans le maintien de 1’état quiescent. Le calcium est nécessaire au
maintien de D'intégrit¢é des jonctions cellulaires. Des études ont été réalisées sur des
monocouches confluentes de différents types de cellules épithéliales traitées avec le chélateur
de calcium EGTA (« Ethylene Glycol Tetraacetic Acid ») [563] ou par culture des cellules
avec un milieu pauvre en calcium [564] permettant le relachement des contacts
intercellulaires. Plusieurs protéines associ¢es a 1’adhésion sont sensibles au calcium comme
les cadhérines (protéines des jonctions d’adhérence) [565, 566], les occludines (protéines des
jonctions serrées) [567], ZO-1 (protéines associées aux jonctions serrées) [568] et la
connexine-43 (protéine gap-jonction) [569]. Plusieurs ¢tudes anciennes [570-572]ont
démontré que I’exposition de I’endothélium cornéen a un milieu dépourvu de calcium
induisait la disruption des jonctions apicales, I’augmentation de la perfusion transendothéliale
et un cedéme de cornée. Ces effets sont réversibles en additionnant du calcium dans le milieu
[570, 572] ou en exposant les CE a des ionophores qui libérent le calcium intracellulaire
[572]. Senoo et Joyce ont testé 1’effet de ’EDTA, un chélateur de calcium/magnésium,
additionné a des FC sur la prolifération des CE de cornées humaines (n=21 ; 4ge moyen : 65,1

ans ; 52-75 ans) organocultivées a 37°C [394]. La cornée prétraitée pendant 60 minutes avec
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de ’EDTA sur sa face endothéliale, incubée pendant 24, 48, 72 ou 96 heures dans un milieu
contenant 10% de SVF, 10 ng/mL d’EGF et 20 ng/mL de FGF est immunomarqué pour Ki67.
L’EDTA rompt les contacts intercellulaires de manicre dose et temps dépendant (Figure 46).
L’endothélium incubé dans le milieu mitogénique pendant 108 heures sans traitement a
I’EDTA reste Ki67 négatif alors que le traitement & ’EDTA induit une prolifération de 16 a
18% des CE. L’analyse semi-quantitative du marquage de Ki67 indique que les CE entrent en
mitose 48 heures apres le traitement a ’EDTA. Le double marquage Ki67/Z0O-1 objective la

présence de figures mitotiques et la formation de cellules filles (Figure 47).

Figure 46 : L’EDTA rompt les contacts intercellulaires dans la monocouche endothéliale.

Corneas from a 68 year old donor were cut in quarters and incubated in Hank’s balanced salt solution, pH 7.0, alone (A) or in
the presence of 0.02 (B), 0.2 (C), or 2.0 mg/ml di-sodium EDTA (D) for 30 min (B, C, D), or in 2.0 mg/ml di-sodium EDTA
for 60 min (E). Corneas were then immunostained for ZO-1 to visualize cell borders. In the absence of EDTA, cell borders
appeared intact. Disruption of cell-cell contacts appeared as separations between cells (arrows). In (E), thin cytoplasmic
strands were retained between cells in corneas incubated in 2.0 mg/ml EDTA for 60 min. Original magnification=x100.

(D apres Senoo et al., 2000 [394])

133



Anaphase Telophase

Figure 47 : L’EDTA favorise la division
cellulaire des CE cornéennes humaines
traitées avec des mitogénes.
Corneas from a 52 year old donor were pre-
incubated in medium containing 10% FBS,
10 ng/ml EGF, and 20 ng/ml FGF, then
treated for 60 min in 0.2 mg/ml di-sodium
EDTA in Hank’s balanced salt solution, pH
7.0, and returned to mitogencontaining
medium for 48 h. The endothelium was
double-stained for ZO-1 (cell borders) and
S R e 2 Ki67 (nuclei) to visualize cell borders and
C }ll‘ﬂl\lﬂﬂblh Da Ughter Cells actively  cycling cells, respectively.
Confocal images reveal the presence of cells
in the later phases of mitosis, as well as the
formation of daughter cells within the
endothelium. Original magnification: x100.
(D apres Joyce NC, 2003 [324])

Patel et Bourne ont réalis¢ une étude comparable sur ’effet de P'EDTA sur la
prolifération des CE cornéennes humaines in vitro (n=13 ; 15-68 ans) en fonction de la DCE
[573]. La distribution des CE n’est pas uniforme sur tout I’endothélium avec un gradient de la
périphérie (DCE ¢levée) vers le centre (DCE moins ¢levée) [425]. Contrairement aux résultats
obtenus par Senoo et Joyce [394] I’EDTA n’induisait pas de réponse proliférative
significative in vitro des CE cornéennes périphériques ou centrales. Ces différences de
résultats peuvent en partie étre expliquées par : (1) la différence d’age des donneurs (plus
jeunes dans I’étude de Patel et Bourne) ; (2) la méthode d’étude (ex vivo versus in vitro) ; (3)
le faible échantillonnage utilis¢é dans 1’étude de Patel et Bourne (de n=2 a n=4 par
expérimentation) et (4) les forts écarts types observés dans les résultats de Patel et Bourne
montrant une faible reproductibilité de leurs expérimentations. Cependant le taux prolifératif
¢était supérieur dans les CE centrales ou la DCE est la plus faible donc ou les contacts
intercellulaires sont les plus faibles montrant donc I’'importance de 1’inhibition de contact

dans le statut prolifératif des CE cornéennes humaines.

Les résultats de ’ensemble de ces études montrent que la formation de contacts
intercellulaires forts est un facteur antiprolifératif significatif et est responsable, en

grande partie, du total arrét de la prolifération des CE cornéennes in vivo.
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Apres avoir démontré I’'implication du TGF-2 et de I’inhibition de contact dans les
mécanismes antiprolifératifs Joyce a exploré leur contribution relative a 1’arrét du cycle

durant la maturation de la monocouche endothéliale en utilisant comme modéle des rats

néonataux ainsi que des cultures cellulaires
A RETENIR
endothéliales de rats [562]. Pour vérifier si le

laRaBaliaRaRaBoRoRotel TGF-B jouait un role dans Iinhibition de la

Linhibition de contact est importante dans | prolifération au cours de la maturation
I'arrét de la prolifération cellulaire pendant la s L. , .

P P endothéliale cette équipe a déterminé a quel
formation de la monocouche endothéliale et
dans le maintien de celle-ci dans un état non moment les CE exprlmalent les recepteurs de

réplicatif. Parmi les CKis étudiés, p27“"" | type I, Il et IIl. Les immunolocalisations de ces
ble étre | 2diat le plus i rtant d - .
semble elre e mediateur 1o pius important @€ 1 t14is récepteurs sur des cornées de rats ayant 1,
I'arrét du cycle. Le TGF-B2 n’'apparait pas étre . .
. . 7, 14, 21 jours et de rats adultes agés de 3 mois
un facteur majeur dans le déclenchement de
linhibition de la prolifération au cours du | mettent en évidence une expression du récepteur

développement endothélial. Cependant il doit Oéme

de type Il au 1 jour apres la naissance mais
jouer une fonction dans I'endothélium mature

en maintenant la monocouche dans un état de aucun marquage pour les recepteurs de type Let

1 eme

non prolifération lors de la perte des jonctions | II avant le 2 jour. Comme nous l’avons vu

intercellulaire dues a la mort des CE liée a I'age précédemment, les trois types de récepteurs
ou a divers traumatismes. . . . . .
doivent étre exprimés pour que le signal induit
1 8. 0.0 0008 6 & ¢ . . o
par le TGF-B2 soit transmis. La prolifération

endothéliale s’arréte au 13-14°™ jour aprés la

naissance, le fait que les trois récepteurs ne sont pas exprimés avant le 21°™ jour laisse penser
que le TGF-B ne joue pas un role significatif dans 1’inhibition de la prolifération lors de la

maturation de I’endothélium cornée chez le rat.

Afin d’étudier le role des CKls dans I’arrét du cycle lors de la formation de la
monocouche, cette méme équipe a étudi€ la cinétique des ARNm et I’expression protéique de
p27"! par RT-PCR et immunolocalisation. L’expression de p21“"! n’était pas évaluée, car il
avait ét¢ démontré ce CKI n’était pas impliqué dans 1’arrét du cycle durant la maturation de

KIPL 5 partir du

I’endothélium. Les immunomarquages confirmaient ’expression de p27
jour un postnatal et tout au long de la formation de la monocouche. Les analyses
densitométriques des résultats de RT-PCR indiquaient que le taux relatif d’ARNm de p27%<""
¢tait a un taux constant au jour 7 et 14 postnatal puis doublait au jour 14 pour maintenir ce

taux constant chez le rat adulte. Les études ont été étendues aux cultures cellulaires afin de
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comparer les effets du TGF-B2 et des contacts intercellulaires sur le taux d’ARNm et

KIP1 INK4b

ainsi que du CKI pl5 par technique RT-PCR et western-blot. Ce

6INK4a

protéique de p27
CKI avait été choisi car il est I’équivalent de pl

[324, 407]. Le TGF-B2 a un faible effet sur les taux d’ARNm et des protéines de p27<"" ou
p15INKad

exprim¢ in vivo par les CE humaines

KIP1 INK4b

. Le taux protéique de p27™  est largement supérieur a celui détecté pour pl5

Dans les cultures confluentes, le niveau protéique de plSINK4b ¢tait trés supérieur a celui

KIP1
7

observé dans les cultures non confluentes. Le taux protéique de p2 est multiplié par 20

lorsque la formation de la monocouche atteint la confluence.

Ces résultats indiquent que ’inhibition de contact est importante dans ’arrét de
la prolifération cellulaire pendant la formation de la monocouche endothéliale et dans le

7KL semble

maintien de celles-ci dans un état non réplicatif. Parmi les CKls étudiés, p2
étre le médiateur le plus important de Darrét du cycle. D’autre part, le TGF-B2
n’apparait pas étre un facteur majeur dans le déclenchement de I’inhibition de la
prolifération au cours du développement endothélial. Cependant il doit jouer une
fonction dans ’endothélium mature en maintenant la monocouche dans un état de non
prolifération lors de la perte des jonctions intercellulaire dues a la mort des CE liée a

I’age ou a divers traumatismes.
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Les jonctions serrées scellent les cellules épithéliales et endothéliales entre elles.
Elles ont ¢été longtemps considérées comme de simples barrieres séparant les deux
compartiments membranaires apical et basolatéral, dont la composition en protéines et lipides

est différente [574]. Des études montrent que diverses protéines impliquées dans la

transduction de signaux et le trafic membranaire
A RETENIR y o )
sont associées aux jonctions serrées. Ces

3k ko kok ok ok ok ok derniéres servent de lieu d’intégration et de

ZO-1 et ZONAB régulent la transition G+/S du | transmission de signaux nécessaires a la

cycle cellulaire des cellules epitheliales par | reoyjation de leur assemblage et a la polarisation

deux mécanismes : en intervenant dans la . . . .
. . . = cellulaire, mais aussi a la modulation de
séquestration de CDK4 au niveau nucléaire

d’'une part et en régulant la transcripton de | I’expression des génes requise pour la

PCNA et de la Cycline D1 d'autre part, prolifération et la différenciation cellulaires

3 K K H Kk K kK [575-577].

Les jonctions serrées sont composées de
différents types de protéines membranaires aidant a 1’adhésion intercellulaire et formant la
membrane de diffusion. Les protéines membranaires interagissent avec la plaque
cytoplasmique possédant différent types de protéines liées au cytosquelette d’actine [578-
582]. ZO-1 (zonula occludens), une de ces protéines cytoplasmique, fait partie de la famille
des MAGUK (membrane-associated guanylate kinases) qui possede plusieurs domaines PDZ
(PSD95 [postsynaptic density 95], Dlg [discs large] et ZO-1), un domaine SH3 et un domaine
homologue a la guanylate kinase retrouvé chez les levures [583-586]. Bien que ZO-1 soit
spécifiquement associé¢ aux jonctions serrées dans les cellules épithéliales [583], la protéine a
été détectée dans le noyau pendant la prolifération cellulaire [587]. ZO-1 est sous exprimée
dans les cellules tumorales de rein et pendant la réparation de 1’endothélium cornéen apres
une lésion suggérant que le niveau d’expression de la protéine est liée au statut prolifératif des
cellules [588, 589]. La stabilisation de I’expression de ZO-1 dans les cellules MDCK (Madin-
Darby canine kidney) confluentes et 1’augmentation de ses niveaux d'expression avec la

densité cellulaire confirment ces observations [590, 591].

Balda et Matter ont identifi¢ le facteur de transcription a boite Y ZONAB (ZO-1-
associated nucleic acid binding protein) qui se lie spécifiquement au domaine SH3 de ZO-1
et régule I’expression du proto-oncogene erB-2 de manicre « densité cellulaire dépendante »

[591]. ZO-1 agit comme un inhibiteur de ZONAB en controlant son accumulation dans
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le noyau par séquestration cytoplasmique. ZONAB est impliqué dans la régulation de la
prolifération et la densité cellulaire de certaines cellules épithéliales [592]. La réduction
du niveau d’expression de ZONAB réduit le taux de prolifération ainsi que la densité
cellulaire alors qu’une surexpression induisait la formation d’une monocouche avec une
augmentation de la densité. Une augmentation prématurée de I’expression de ZO-1 provoque
une diminution du niveau de ZONAB nucléaire ainsi qu’une réduction de la prolifération et
dans les monocouches matures une baisse de la densité cellulaire. Ces observations suggerent
que ZONAB et ZO-1 font partie d'une voie par laquelle les jonctions serrées peuvent réguler
la prolifération et la densité des cellules épithéliales. Il a ét¢ démontré que ZONAB interagit
avec CDK4. La diminution de ZONAB nucléaire est accompagnée d’une diminution de
CDK4 nucléaire et d’une réduction de I’hyperphosphorylation de la protéine du
rétinoblastome pRb. La régulation de I’accumulation nucléaire de CDK4 est une des voies
par laquelle ZONAB et ZO-1 peuvent influer sur la prolifération cellulaire.
L’augmentation de I’expression de ZO-1 et la réduction concomitante de ZONAB provoque
une diminution de la prolifération et de la densité cellulaire alors qu’une surexpression de
ZONAB provoque I’effet inverse. Des expériences réalisées sur des souris ont démontré le
lien de CDK4 avec le nombre de cellules dans certains tissus [593] suggérant que la
régulation de CDK4 par ZONAB et ZO-1 doit étre importante dans la régulation de la densité
cellulaire. L’inhibition de CDK4 par p16™** est suffisante pour réduire la densité cellulaire
dans des monocouches matures de MDCK. CDK4 est un régulateur central de la prolifération
cellulaire et son activité est hautement contrdlée par différentes protéines activatrices ou
inhibitrices [593-596]. ZONAB n’affecte pas directement I’activité enzymatique de CDK4
mais controle son accumulation nucléaire. ZONAB est sous-exprimée dans les cellules
différenciées et surexprimée pendant la prolifération induisant une accumulation de la
kinase dans le noyau a différents moments. La distribution subcellulaire de ZONAB est
régulée par le niveau d’expression de ZO-1 et la densité cellulaire [591]. La surexpression de
Z0-1 dans des cellules confluentes ou non induit une diminution de ZONAB nucléaire. Le
niveau de ZO-1 augmente avec la densité cellulaire et devient sous-exprimé quand la
prolifération est nécessaire (lors d’une réparation de Iésion par exemple) suggérant que la

surexpression de ZO-1 contribue a I’arrét du cycle dans les monocouches matures.

Z.0-1 inhibe ZONAB par séquestration cytoplasmique : ZONAB se lie a CDK4 et
la séquestration cytoplasmique de ZONAB induit une diminution de CDK4 nucléaire. La

localisation de CDK4 est une des voies de régulation de la transition G,/S par ZO-1 et
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ZONAB [592]. ZONAB est un facteur de transcription, il est tentant de supposer que ZONAB
peut également affecter la prolifération des cellules en régulant I'expression des genes du
cycle cellulaire. DbpA, I’homologue humain de ZONAB canin, est surexprimé dans les
tissus cancéreux [597, 598]. Sourisseau a démontré I’implication de ZONAB dans la
régulation de la progression Gi/S des cellules épithéliales mammaires ainsi que dans la
surexpression de PCNA (proliferative cell nuclear antigen), un composant essentiel dans la
machinerie de réplication de I’ADN, et de la Cycline D1, un régulateur clé de la transition
G1/S [599]. Une surexpression de ZONAB dans les cellules induisait une augmentation des
transcrits de PCNA et de la Cycline D1 suivie par un accroissement de leurs taux protéiques.
Z.0-1 et ZONAB régulent la transition G;/S du cycle cellulaire des cellules épithéliales
par deux mécanismes : en intervenant dans la séquestration de CDK4 au niveau
nucléaire d’une part et en régulant la transcription de PCNA et de la Cycline D1 d’autre

part.

Aucune étude d’expression de ZONAB/DbpA n’a été réalisée sur des CE cornéennes.
Nous ne pouvons donc que supposer que ZO-1 et ZONAB interviennent de la méme fagon sur
ce type cellulaire méme si des études ont démontrées que 1’action de ZONAB dépend du type
cellulaire [599]. Des études protéiques sur ZONAB et ZO-1 sont en cours au sein de notre
laboratoire afin de déterminer leurs roles dans la régulation du cycle cellulaire des CE

cornéennes humaines.

Les mécanismes supposés de régulation par ZO-1 et ZONAB du cycle cellulaire dans

les cellules endothéliales sont représentés sur la Figure 48.
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I11.4. Sénescence des CE

La sénescence a été étudiée en utilisant comme modele le vieillissement cellulaire in
vitro. Les cellules étaient cultivées jusqu’a atteindre une sénescence réplicative, moment ou
les cellules ne peuvent plus proliférer méme en présence de facteurs mitogeéniques. Des
observations de ces cellules ont démontrés des caractéristiques morphologiques spécifiques de
la scénescence : un ¢élargissement cellulaire [600] ; une augmentation de la vacuolisation [601,
602] ainsi que la présence de granules de lipofuscine [603]. Les cellules présentent également
des modifications prolifératives comme : la présence de noyaux multiples [600] et/ou une
quantit¢ d’ADN supérieure a 2N [604] ; une augmentation du temps de doublement de
population [605] ; une diminution de réponse aux mitogenes [606, 607] ; une diminution de
leur capacité a réparer I’ADN endommagé [608, 609] ; une diminution de la longueur des
télomeres [610] ; une diminution de I’incorporation de thymidine tritiée [605, 611] ; une perte
de méthylation de cytosine [612] ; une augmentation de I’expression protéique de p53 [613,

614] et une suppression de I’expression des génes régulateurs de la transition G,/S [279, 615].

Certaines de ces caractéristiques liées a 1’age ont été observées dans les CE
cornéennes. L'observation microscopique de grandes cellules multi-nucléées dans
I’endothélium cornéen apres réparation des plaies suggere que la guérison de I'endothélium se
produit par coalescence des cellules plutot que par division cellulaire [616-618]. Une autre
explication est que certaines cellules de la population endothéliale deviennent sénescentes et
subissent une division amitotique dans laquelle ' ADN est dupliqué mais les CE ne complétent
pas la cytodiérese produisant les deux cellules filles [324]. Des études sur les mécanismes de
réparation de l'endothélium 1€sé de chat ont révélé un petit nombre de mitoses ainsi qu’une
population de CE multi-nucléées qui suit la guérison des 1ésions, conduisant a la conclusion
que la réparation endothéliale de chat se produit a la fois par division mitotique et amitotique
[619, 620].Une série d’études réalisées par Ikebe et al. démontre une augmentation liée a
I’age du nombre de CE polyploides contenant une quantité d’ADN supérieure a 4N et des CE
multi-nucléées dans des endothéliums cornéens humains sains [621-623]. Une augmentation
similaire de la quantité d’ADN est observée dans les CE apres 1ésion de I’endothélium [623].
L’analyse morphologique de ces cellules indique que les CE polyploides et multi-nucléées ont
des tailles supérieures et de formes plus irrégulieres que les CE diploides normales. De ces

¢tudes, il a été conclu que la perte de CE en raison du vieillissement ou de traumatismes est
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compensée in vivo par I’augmentation de leur taille avec ou sans doublement de I'ADN
nucléaire. Wilson et Lloyd ont reporté que les CE humaines maintenues en culture primaire
pendant 47 a 78 jours étaient de grande taille, de forme irréguliére, vacuolées et parfois multi-
nucléés alors que les CE maintenues pendant des périodes plus courtes (18 a 51 jours) étaient

plus petits, plus uniforme et généralement mono-nucléées [465].

Comme nous 1’avons vu, p53 inhibe la division cellulaire principalement par la voie
du CKI p21“™" impliquant des protéines comme le complexe Cycline D/CDK4, la protéine

du rétinoblastome (Rb), et la protéine E2F [624, 625]. Le CKI inhibe le complexe Cycline

D/CDK4 empéchant alors la dissociation du

A RETENIR o
complexe E2F/Rb et bloquant ainsi la

ke k k ok ok &k ok ok progression du cycle de la phase G; vers la phase

p53 est exprimée aussi bien dans les CE de | S. p53 ne régule pas seulement la division

donneurs jeunes que plus agées et est | collylaire au cours du processus normal de

surexprimée dans les CE centrales par rapport

o , vieillissement et de sénescence, mais est aussi
aux cellules périphériques. L'ensemble de ces

résultats démontrent que p53 est impliquée | 1mpliqué dans les réponses liées aux dommages

dans la sénescence réplicative des CE mais de 'ADN [285, 626] et au raccourcissement des

n’est pas un acteur majeur de la sénescence

s ba ] . télomeéres [439].
liée a 'age observée dans ce type cellulaire.

* % % % % * k * k K Whikehart et al. ont recherché s’il existait

une corrélation entre la longueur des télomeres et

le niveau d’expression protéique de p53 liée a 1’age dans des CE cornéennes bovines in vitro
[452]. 11 est connu que certains geénes régulateurs du cycle, comme p53 et p73 [627, 628], sont
situés a proximité des télomeres et que leur expression peut étre influencée par la longueur de
ces derniers [614, 626, 629]. Les résultats indiquent une relation inverse entre la longueur des
télomeres (qui raccourcissent) et I’expression protéique de pS53 (qui augmente) avec le
vieillissement cellulaire dans les CE cornéennes bovines in vitro ce qui peut expliquer, en
partie, la sénescence réplicative de ces CE. Cependant ces résultats doivent étre interprétés
avec précaution. En effet, d’autres études ont démontrés que les télomeres des CE humaines
ne raccourcissaient pas avec le vieillissement cellulaire [450, 451] (cf. § 111.3.1). Ces résultats
n’étant donc pas applicables a ’homme Whikehart a étudié par la suite I’implication de p53
dans la sénescence réplicative des CE humaines ex vivo en fonction de leur topographie
centrale ou périphérique [630]. Des analyses par RT-PCR ont démontrées la présence du

transcrit pS3 dans la région centrale (8 mm de diametre) et périphérique (8-12 mm de
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diametre) des CE provenant de deux cornées issues du méme donneur (age ?). La présence de
la protéine p53 était confirmée par Western Blot (n=2 pour le centre et n=4 pour la

périphérie ; age ?) ainsi que par immunolocalisation sur coupe (n=1 ; age ?) (

Figure 49). La protéine p53 était exprimée approximativement 1,9 fois plus dans les CE
centrales que dans les CE périphériques. Ces résultats confirment le fait que les CE

périphériques possedent un potentiel réplicatif supérieur aux CE centrales.

p53 DAPI

- -"'
Endothelium(g
S

Figure 49 : Expression de p53 dans I'endothélium cornéen humain.

A,B: Central cornea. C,D: Peripheral cornea. Fluorescence for p53 is shown in green (A,C) and DAPI fluorescence is shown
in blue (B,D). DAPI stains DNA and confirms that cells were present in both central and peripheral sections. These results
show stronger staining for p53 in the central endothelium compared to the peripheral endothelium. All micrographs are
representative of multiple sections of the cornea. The brightness, contrast, and exposure times were not adjusted between
micrographs of central and peripheral tissue.

(D apres Paull AC. et Whikehart DR., 2005 [630])

Song et al. ont également étudié I"implication de la protéine pS3 dans la sénescence
réplicative des CE en fonction de 1’dge sur des cornées ex vivo [436]. Des immunomarquages
sur coupes de cornées fraiches provenant de donneurs agés de 18, 33, 54 et 68 ans (n=1 a
chaque fois) révélaient la présence nucléaire de la protéine dans les CE quelque soit 1’age.
Des RT-PCR confirmaient la présence des transcrits pS3 dans les CE de cornées agées de 20,
30, 40, 50 et 60 ans (n=3-4 pour chaque groupe). La PCR quantitative en temps réel ne
démontrait aucune différence significative (P=0,430) dans 1’expression des transcrits de p53
entre des donneurs jeunes<30 ans ; n=14; age moyen : 24,9+4,1 ans; 19-30 ans) et des

donneurs plus agés (=50 ans ; n=13 ; 4ge moyen : 55,8+3,8 ans ; 50-61 ans).

La protéine p53 est exprimée aussi bien dans les CE de donneurs jeunes que plus
agées et est surexprimée dans les CE centrales par rapport aux cellules périphériques.
L’ensemble de ces résultats démontrent que p53 est impliqué dans la sénescence
réplicative des CE mais n’est pas un acteur majeur de la sénescence liée a ’age observée

dans ce type cellulaire.
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Les modifications liées a 1'age de la réponse proliférative décrite par Hayflick dans les
années 60 pour des fibroblastes sont étonnamment similaires chez les CE cornéennes

humaines de donneurs agés. Avec I’age, les CE in vivo entreraient dans un état de sénescence

réplicative dans laquelle elles deviendraient de
A RETENIR

plus en plus réfractaires aux stimuli

%k ok sk ke kK ok ok ok mitogéniques.

L’activité  proliférative, in vivo, des CE Comme nous 1’avons rappelé plus haut

cornéennes humaines semble étre régulée a

(cf. § 11.6.3), I’état de sénescence réplicative est

deux niveaux : [I'expression de certaines
protéines régulatrices du cycle cellulaire, | médi¢, au moins en partie, par les CKI. Or, les

nécessaires a la progression du cycle est KIP1 6INK4a ICLPI

CE in vivo expriment p27"" ', pl et p2

[383, 407]. Par conséquent, il est possible qu'un

extrémement bas (Cycline A) ou faible (CDK2
et CDK4) et a l'opposé, les inhibiteurs de la
progression du cycle sont fortement exprimés | ou plusieurs de ces inhibiteurs soient

CIP1 KIP1
come p21" et p27 responsables de la diminution de la réactivité a la

%k kK ok ok ok k ok ok stimulation mitogénique observée chez les

donneurs agés. Afin de comprendre les
mécanismes de contrdle de 1’inhibition des capacités prolifératives des CE, Schonthal a étudié
le niveau d’expression et d’activité des protéines régulatrices connues du cycle cellulaire
[631]. Des cultures primaires de CE humaines et de lapin étaient transformées avec un
adénovirus contenant I’antigéne SV40-large-T. L’expression et 1’activité des protéines
régulatrices du cycle étaient par la suite analysées. Les cellules transformées montraient une
forte augmentation de 1’activité des CDKs. Cette augmentation était corrélée avec 1’élévation
du niveau d’expression de certaines sous-unités des CDKs comme la Cycline A, et dans de
moindres mesures, la Cycline D, CDK2 et CDK4. L’expression de deux CKIs, p21<"™"" et
p27KIP1, dont le niveau d’expression est important dans les cellules humaines mais pas
dans celles de lapin, était fortement réduite dans les cellules transformées. L’activité
proliférative, in vivo, des CE cornéennes humaines semble étre régulée a deux niveaux :
I’expression de certaines protéines régulatrices du cycle cellulaire, nécessaires a la
progression du cycle est extrémement bas (Cycline A) ou faible (CDK2 et CDK4) et a
I’opposé, les inhibiteurs de la progression du cycle sont fortement exprimés come pZICIP1
et p27%"'. En conséquence, ’activité enzymatique des CDKs n’est pas détectable.
L’inhibition proliférative est réversible : la transformation des cellules avec SV40-large-T

induit une augmentation de 1’expression de la Cycline A, de la Cycline D, de CDK2 et de
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CDK4 alors que I’expression de p21"" et de p27*™"! est inhibée produisant une prolifération

cellulaire.

111.4.3.1. p27€F"

KIP1
7

Le réle de p2 a été exploré en comparant ses niveaux relatifs de protéines dans

des cultures confluentes et non confluentes. Dans les CE pleinement confluentes, le taux de

protéine p27<"" est multiplié par 20 par rapport aux CE subconfluentes de rat fournissant un
argument supplémentaire pour que p27°"" intervienne

ARETENIR dans I’arrét du cycle cellulaire qui se produit lors de la

* kK ok k ke ok ok ok ok formation de contacts intercellulaires matures [562].

027" est un inhibiteur majeur de la Yoshida (Japon) a également démontré 1’importance

prolifération des CE de rat cultivées | de p27KIP ' dans la prolifération des CE lors du

a confluence et des CE humaines, in | développement de 1’endothélium cornéen chez les

vitro, chez les donneurs trés jeunes. . . \ .
) souris [632]. Un jour aprés la naissance, p27KIPI est

Chez les plus agés, il doit exister . . .
, o trés faiblement exprimé (immunomarquage) dans les
d’'autres mécanismes

CE ex vivo alors que celles-ci exprime fortement

L 0. 0.0 0008 6 & ¢ . . KIP1
PCNA. A 11 jours et 12 semaines postnatales, p27

est détect¢ dans de nombreuses CE alors que les CE

PCNA + sont rares au 11°™ jour et absente 4 la semaine 12 (Figure 50).

% Center % Periphery
100 + 100 _
2 7% - T
53
2% —o— PCNA
§% 50 - S0 -
8 —o— p27(KIP1)
22
=
§ E 25 4 25
L -
0 & i o 0 Y . g {}
P1 P11 12W P1 P11 12w
Figure 50 : Nombre de CE marquées positivement pour p27%"! et PCNA dans le centre et la périphérie des cornées de

souris.
The number of cells positive for p27<'*' and PCNA relative to the number of nuclei stained with DAPI among the endothelial

cells of the central (/eff) and peripheral (right) cornea at P1, P11, or 12 weeks (12w) after birth.
(D’ apres Yoshida et al., 2004 [632])
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Chez des souris knockout pour le géne p27<"', 4 12 semaines postnatal, le nombre de
noyaux dans I’endothélium est significativement supérieur a celui observé dans des souris

sauvage que se soit au centre ou en périphérie de la cornée (Figure 51). Le nombre de CE

marquée au BrdU est abondant chez des souris p27KIP1'/'

KIP1
7

et faible chez les souris sauvages.
Ces résultats suggerent que p2 est impliqué dans la régulation de la prolifération de

I’endothélium cornéen au cours du développement, chez le rat et la souris.

400 —

o Figure 51 : Nombre de noyaux dans
I’endothélium cornéen de souris sauvages
s et knockout pour p27%"! Agées de 12
-5: 300 semaines.
‘eE Microscopic fields of identical size (345.6 x
3] 276.5 um) were chosen at the center and
: 200 N Center periphery of the cornea. For the peripheral
Dot \ N Periphery region, the same-sized microscopic field
o \ was chosen at a position so that -the
Y peripheral margin was 310 um from the iris
.ﬁE 100 \ root. Seven animals each were used for
58 wild-type and p27""'"" mice. P<0.0001 for
Z, \ both center and peripheral cornea.
0 \\ (D’ apres Yoshida et al., 2004 [632])

P27 +i+ p27-1-

L’importance de p27<"" dans I’inhibition de la prolifération a été encore démontrée
par Kikuchi et Joyce pour les CE de rat par le fait que la réduction du taux de p27<"" par des
oligonucléotides antisens favorise la reprise de la prolifération dans des cultures cellulaires

KIP1

pleinement confluentes [633]. Le niveau de protéine p27  est réduit apres transfection avec

des oligonucléotides antisens de maniere temps dépendant et son marquage nucléaire diminue

de facon significative. La diminution de p27<"

induit une augmentation des niveaux
protéiques des Cyclines D1, E, A et BI. Toutes les cyclines sont alors localisées dans le
noyau. Aucun changement n’est observé dans le niveau protéique de CDK2, CDK4, p21<*! et
plSlNK‘”’. Dans les CE traitées avec les oligonucléotides antisens anti p27, le nombre de CE
Ki67+ et incorporant le BrdU augmente avec le temps et se traduit par une augmentation du
nombre de cellules (Figure 52). Le traitement avec les oligonucléotides antisens p27<'"""
suivi d’une incubation avec 10% de FBS induit, in vitro, une diminution du niveau de
p27KIP1 conduisant a une relance de la prolifération des cellules CE pourtant

confluentes.
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@

'E 140 | Figure 52 : Augmentation du
s nombre relatif de CE de rat
= E 130 | r * cultivées aprés traitement avec des
® P oligonucléotides antisens p27%'™",

L:’ S 120 | —@—AS Confluent rat CEC were transfected
. - ——MS for 0 or 24 hours with p27*P" AS or
a © 110 L MS oligos or with buffer containing no
-~ = oligo or lipid and postincubated for 24,
i 48, 72, or 96 hours. DAPI-stained
~ 100 | : .

= nuclei were counted in a masked
= - , , ) . . fashion. Results are expressed as the

mean + SEM. *P< 0.05.
0h 24h post post post post (From Kikuchi et al., 2004 [633])

24 h 48 h 72 h 96 h

Incubation Time

KIP1

Kikuchi et Joyce ont également testé si p27" ' jouait un rdle similaire dans les CE

cornéennes humaines, en utilisant cette fois I’interférence ARN [634]. L’expression de la

protéine p27°""!

est réduit de maniere dose dépendant dans les CE humaines, cultivées jusqu’a
confluence, aprés transfection avec des siRNA spécifiques. La réduction de p27<"' est
suffisante pour induire la prolifération (Ki67+ ou incorporant le BrdU) des CE provenant de
donneurs jeunes (<30 ans ; n=5; dge moyen : 24,24+3,7 ; 19-28 ans). Ce traitement n’avait
cependant pas d’effet sur les cellules issues de donneurs plus agées (>60 ans; n=6; age

7KIPL o5t un

moyen : 68,3+£5,7; 60-75 ans) (Figure 53). Ces résultats suggérent que p2
inhibiteur majeur de la prolifération des CE de rat cultivées a confluence et des CE
humaines, in vitro, chez les donneurs trés jeunes. Chez les plus agés, il doit exister

d’autres mécanismes.

A Older Donors B Younger Donors
2.00E+06 2.00E+06
= = % *
E 1 60E+06 £ 1 60E+06
& Z
) =z
O 1.20E+06 O 1.20E+06 ~.='ﬁ£.;3—
- 8 — 8 —8 . =
= 8.00E+05 = 8.00E+05
= —&—siRNA 2 —&—siRNA
E € 4.00E+05
; 4.00E+05 —— cont.siRNA —] ; » - —— cont.siRNA — |
0.00E+00 0.00E+00
Oh 48h 96h  144h  192h Oh 48h  96h  144h  192h
Incubation Time Incubation Time

Figl]l(l]‘sl 53 : Nombre de cellules dans des cultures confluentes de CE humaines traitées avec un siRNA spécifique a
P27 .

Confluent human corneal endothelial cells, cultured from five young (19, 22, 25, 27, and 28 years old) and six older donors
(60, 64, 67, 72, 72, and 75 years old), were transfected for 48 hours with p275""! siRNA or nonsilencing siRNA (cont.),
transferred to fresh culture medium, and counted at 0, 48, 96, 144, or 192 hours after incubation. No change from control
levels was observed at any time point tested in HCECs of older donors. Results are expressed as the mean = SD. *P< 0.05.
(D’apres Kikuchi et al., 2006 [634])
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Le CKI p27"""! est un important régulateur de la progression de la phase Gi. Il est
fortement exprimé durant la phase Go du cycle cellulaire. Dans la voie de signalisation

mitogénique, p27<"! est dégradé par la machinerie ubiquitine/protéasome induisant la

progression du cycle de la phase G, a

A RETENIR
la phase S [189, 635, 636]. Pour que

ok ke ok ok ok ok ok ok p275"! soit dégradé, il est nécessaire

KIP1

La phosphorylation de p27" " sur Ser10 est le principal | qu’il soit phosphoryl¢ au préalable. I

mécanisme a la transiton G:/S dans les CE | posséde au moins quatre sites de
cornéennes de lapin in vitro aprés stimulation avec du
FGF-2.

phosphorylation connus: Thrl87,
Ser10, Thr157 et Thrl198. Le

Il existe deux voies distinctes de poly-ubiquitination de complexe Cycline E/CDK2 est

p27“F" phosphorylé. pp27Thr187 est ubiquiting dans le

Skp2 responsable de la phosphorylation de

noyau par le complexe SCF durant la phase G;
p27°"" sur le résidu Thr187 [24,

tardive alors que pp27Ser10 est ubiquitiné, aprés sa
translocation dans le cytoplasme, par 'ubiquitine ligase | 503] alors qu’il a ét¢ démontré que

E3 KPC durant la phase G, précoce du cycle cellulaire. PI3K/AKT phosphoryle le CKI sur
1L, 0.0 0.0 0.0 6 & & ¢ les sites Serl0, Thr157 et Thr198
[637-639]. Le site Serl0 est

¢galement phosphorylé par une sérine-thréonine kinase nucléaire humaine interagissant avec

la stathmine (hKIS) [640].

La phosphorylation de p27*"' au niveau de Serl0 (pp27Serl0) et de Thrl87
(pp27Thr187) n’a pas la méme cinétique et ces deux protéines phosphorylées représentent
deux populations distinctes de p27*""! dans la phase G, du cycle cellulaire [641]. Ces deux
populations fonctionnent a différents stades de la phase G; en réponse a des signaux

mitogéniques. La phosphorylation de p27<""!

sur Ser10 est le principal mécanisme a la
transtion G4/S dans les CE cornéennes de lapin in vitro apres stimulation avec du FGF-2.
Les différentes cinétiques impliquées dans la phosphorylation, 1’ubiquitination et la
dégradation de p27*"" démontrent clairement que la phosphorylation du CKI sur Ser10 suivi
de son ubiquitination et de sa dégradation est un événement précoce contrairement a ce qui est
observé avec pp27Thr187 qui a lieu plus tardivement. Dans les CE, la phosphorylation de
p27""! sur Ser10 a lieu dans I’heure suivant la stimulation au FGF-2. pp27Serl0 est alors
immédiatement exporté du noyau, ubiquitiné et dégradé par le protéasome. Le processus en

KIP1
7

entier, depuis la phosphorylation de p2 jusqu’a la dégradation de pp27Serl0 dans le
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cytoplasme, se produit entre 1 et 16 heures apres la stimulation au FGF-2. En revanche, la

phosphorylation de p27<™"!

sur Thr187 commence 8 heures apres la stimulation par le FGF-2
et atteint son niveau maximum a 16 heures, période pendant laquelle pp27Thr187 est
ubiquitiné. pp27Thr187 ubiquitiné est dégradé par le protéasome dans les 4 a 8 heures

suivantes dans le noyau.

La polyubiquitination de pp27Thr187 avant destruction a été largement étudiée.
pp27Thr187 est ubiquitiné par le complexe SCF**"* (Skp1-Cde53/Cullin-F-box protein) activé
par la « F-box protein » Skp2 apres liaison de la protéine phosphorylée [248, 253, 642].
Kamura a reporté 1’existence d’une voie d’ubiquitination et de dégradation de p27<"!
phosphorylé indépendante de Skp2 au cours de la phase G; du cycle cellulaire impliquant le
complexe KPC (KIP1 ubiquitination-promoting complex) composé de KPC1 et -2 [643]. Ce
complexe contrdle la dégradation de la forme phosphorylée de p27*"! aprés son exportation
hors du noyau au cours de la phase G;. Ce contrdle indépendant du SCFSkP2 agit donc sur
pp27Serl0 du fait de la localisation cytoplasmique du CKI apres sa phosphorylation. Kamura

a proposé que la dégradation de p27°™!

phosphorylé est régulée par deux mécanismes
distincts : une translocation couplée a une ubiquitination cytoplasmique par le KPC au cours
de la phase G, et une ubiquitination nucléaire par le SCF™ au cours des phases S et G, du
cycle cellulaire. Ces découvertes indiquent que la translocation couplée a une ubiquitination
par le KPC est probablement utilisée par pp27Serl10 et que 1I’'ubiquitination nucléaire par Skp2
est utilisée par pp27Thr187.

Parce qu’il n’avait pas été¢ déterminé si les deux mécanismes régulant la dégradation

de la protéine phosphorylée p27<™!

¢taient impliqués dans les CE cornéennes de lapin in
vitro, Lee et Kay ont étudi¢ la dégradation de pp27Thr187 et pp27Serl0 médiée par les
différents complexes ubiquitine ligase E3 et identifi¢ le compartiment cellulaire ou se
produisait I’ubiquitination et la dégradation de ces deux populations de protéines suite a une
stimulation par du FGF-2 [644]. Le profil d’expression des protéines p27*""!, KPC1, KPC2,
Skpl, Skp2 et Cull ainsi que leurs localisations subcellulaires étaient déterminés. Les CE
¢taient traitées avec du FGF-2 pendant 2 a 36 heures, les fractions nucléaires et
cytoplasmiques étaient alors séparées. Lors de I’étude de la fraction nucléaire, une diminution

graduelle du niveau protéique de p27<™

¢tait constatée aprés stimulation au FGF-2 pour
atteindre son plus bas niveau 36 heures apres la stimulation. L’expression cytoplasmique de
p27""! augmentait aprés 2 heures de stimulation pour atteindre son niveau maximal aprés 8

heures d’incubation avec le FGF-2 ; par la suite, le niveau protéique diminuait jusqu’a ce que
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la protéine soit a peine détectable dans le cytosol aprés 24 heures de stimulation. Les
protéines, formant le complexe de I'ubiquitine ligase E3 (SCF™?) impliqué dans
I’ubiquitination de pp27Thr187, Skpl, Skp2 et Cull étaient seulement observées dans la
fraction nucléaire. L’expression de Skp2 était stimulée par le FGF-2 et atteignait son niveau
maximal aprés 24 heures alors que Skpl atteignait son niveau maximal apres 12 heures de
stimulation. L ’expression de la Culine 1 était constante quelque soit le temps d’incubation des
cellules avec du FGF-2. Quand des expériences similaires étaient réalisées sur le second
systeme ubiquitine ligase E3 (KPCI1 et -2), une expression cytoplasmique constante était
observée en réponse a la stimulation par le FGF-2. Les protéines n’étaient pas détectées dans
la fraction nucléaire confirmant les découvertes antéricures [643]. Ces résultats démontrent
clairement la différence de localisation cellulaire des deux systémes ubiquitine ligase E3

confirmant que le KPC est cytoplasmique et que le SCF>*"* est nucléaire.

L’association entre la forme phosphorylée de p27<"! et le complexe ubiquitine ligase
E3 est nécessaire pour sa poly-ubiquitination. Des immunoprécipitations étaient réalisées a
’aide des anticorps anti-pp27Thr187 et pp27Ser10 afin de déterminer si les deux formes de
p27%"! phosphorylées utilisent des systémes ubiquitine ligase E3 différents. Le complexe
immun nucléaire précipité avec I’anticorps anti- pp27Thrl87 contenait les protéines
composant le SCF***: Skp2, Skpl et Cull. L’association de pp27Thr187 avec ces protéines
était @ son niveau maximum apreés 24 heures de stimulation avec du FGF-2. Aucune
association n’était observée dans les cellules stimulées pendant 36 heures. La poly-
ubiquitination de pp27Thr187 était maximale apres 24 heures de stimulation au FGF-2. La
précipitation du complexe immun de la fraction cytoplasmique avec I’anticorps anti-
pp27Thr187 démontrait I’absence de Skp2, Skpl et de Cull ainsi que 1’absence de poly-
ubiquitination de pp27Thr187. Ces résultats étaient attendus car les protéines du complexe
ubiquitine ligase E3 nucléaire ne sont pas présentes dans le cytoplasme. Le complexe immun
cytoplasmique précipité avec ’anticorps anti-pp27Ser10 contenait KPC1 et -2. La quantité
protéique de KPC était maximale aprés 8 heures de stimulation au FGF-2, la quantité
diminuait par la suite. Il est probable que la quantit¢ limitée de pp27Serl0 est 1'étape
limitante ; pp27Serl0 est fortement diminué 16 heures aprés stimulation [641]. Une poly-
ubiquitination de pp27Serl0 était observée avec un taux maximal aprés 8 heures de

stimulation. La formation des complexes ubiquitine ligase E3 et la poly-ubiquitination de

pp27Ser10 étaient simultanées. KPC1 et -2, des protéines ligases cytoplasmiques, n’étaient
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pas détectés dans la fraction nucléaire apres précipitation du complexe immun avec

I’anticorps anti-pp27Ser10.

La dégradation protéosomale de pp27Thr187 et pp27Ser10 ubiquitinés était confirmée
par 'utilisation de MG132, un inhibiteur du protéasome 26S et de la cystéine protéase apres
traitement des CE avec du FGF-2. Le MG132 augmentait le niveau d’expression nucléaire et

cytoplasmique de p27<™"

ainsi que de ses deux formes phosphorylées. L’inhibiteur n’altérait
pas la localisation subcellulaire pp27Thr187 et pp27Ser10 qui étaient respectivement présent
uniquement dans le noyau et dans le cytoplasme.

Bien que p27<"!

soit phosphorylé sur Thr187 et Ser10 au niveau du noyau, pp27Ser10
est par la suite exporté dans le cytoplasme. De la leptomycine B (LMB), un inhibiteur de
I’exportine CRM-1, était utilis¢ afin d’inhiber la translocation de pp27Serl0 hors du noyau.
Le CKI phosphorylé sur Serl10 était fortement conservé dans le noyau alors que son niveau
cytoplasmique était négligeable. La LMB n’altérait pas le profil d’expression de pp27Thr187.
p27""! n’était pas détecté dans le cytoplasme alors qu’il était présent en quantité importante
dans le noyau jusqu’a la 16" heure de traitement avant de diminuer. Ce taux important
observé a 16 heures était probablement du a I’accumulation combinée de pp27Serl0

(dépendant de LMB) et de pp27Thr187. La réduction du niveau de p27<"" dans le noyau des
cellules traitées au LMB était la conséquence de la protéolyse de pp27Thr187.

L’incorporation de BrdU était étudié¢ afin de déterminer le taux de syntheése d’ADN
des CE traitées avec du FGF-2 pendant 8, 16 ou 24 heures en présence ou non de MG132 et
de LMB. L’incorporation augmentait de facon temps-dépendant. La synthése d’ADN en
présence de MG132 diminuait de 36% (2 8 heures) a 51% (a 24 heures) alors que la LMB
démontrait une plus faible inhibition de la synthese. Les CE traitées simultanément avec du
FGF-2 et du LMB montraient une réduction de synthése a 8 et 16 heures de 18 et 22% alors
que les CE traitées pendant 24 heures avaient une réduction 36% de 1’incorporation de BrdU.
Le retard de dégradation de pp27Thrl187 et pp27Serl0 bloquait la progression du cycle
cellulaire. Le niveau observé avec le MG132 doit étre causé par I’inhibition de la dégradation
de pp27Thr187 et pp27Serl0 alors que celui détecté avec le LMB est seulement causé par
I’inhibition de la dégradation de pp27Ser10. La phosphorylation de p27<"" sur Thr187 a 24
heures est responsable de la différence observée entre les deux inhibiteurs sur la progression
du cycle cellulaire aprés stimulation au FGF-2. Ces données confirment que pp27Ser10
constitue la population majeure de CKI phosphorylés durant la transition G,/S du cycle

cellulaire
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L’ensemble des ces travaux démontrent qu’il existe deux voies distinctes de poly-

KIPL bhosphorylé. pp27Thr187 est ubiquitiné dans le noyau par le

ubiquitination de p27
complexe SCF**? durant la phase G; tardive alors que pp27Ser10 est ubiquitiné, apres
sa translocation dans le cytoplasme, par ’ubiquitine ligase E3 KPC durant la phase G;
précoce du cycle cellulaire. La Figure 54 résume les voies de phosphorylation et de

KIP1

dégradation de p27™ " dans des CE cornéennes de lapin apres stimulation avec du FGF-

2.

152



“ asa

<494

fnoouy

DIV
JEld
el
l @
Y or25—] uonedojsues)  (DOTIES
ramt2d > ramt 2
£8T141— L8TIYL
Jnaouy P
oy
01425—] 0T195— 01435: @ o135 — d
taml2d A”lH_ 1al?d | e—— E T4l T
@caraui— @¢stay1— £8TIY]- L8T141— =
qn
an
an
‘_« €190 ( 4 |
01435
1anlZd . T A
LBTYL @cﬁ\_mm » 47 1
L = i 1 b |"

lation avec du

imu

t

eennes apres s

dation de p27%'""! dans des CE corné

ion et de dégra

ylat

de phosphory

1€S

Voi

Figure 54
FGF-2.

153



111.4.3.2. Des différences d’expression selon I'age

En 2006, Enomoto et Joyce ont étudié 1'implication des CKlIs pl6™ * p21°"! et
p27""! dans la sénescence réplicative des CE cornéennes humaines de donneurs jeunes (<30
ans ; n=13 ; 4ge moyen ; 17,5£5,9 ans; 2-25 ans) et agés (>50 ans; n=13 ; age moyen ;
62,6£7,4 ans; 51-76 ans) [645]. Cette ¢étude portait également sur la cinétique
d’hyperphosphorylation de la protéine du rétinoblastome Rb régulateur clé du cycle cellulaire.

) ) . L . INK4
Des immunomarquages sur coupes montraient 1’expression nucléaire des protéines pl6= ",

p21<"" et p27°"*" in situ quel que soit I’age du donneur (Figure 55)
p16Ks p21WAFICipt p27Kiet
18yo
74yo

Figure 55 : Immunomarquages de p16™<* p21™! et p27%"™! dans des CE cornéennes humaines
in situ.

Fresh-frozen sections of human cornea from an 18-year-old (A—C) and a 74-year-old donor (D-F) were
stained with antibodies for pl6™** (A, D), p21°™' (B, E), or p27¥"™" (C, F). Positive staining for all
three CKIs was clearly visible in endothelial nuclei from both donors. Arrows: positive staining in
corneal endothelial cells. Anterior Descemet’s membrane (DM) showed relatively strong
autofluorescence in some sections. S, stroma; En, endothelium. Original magnification, X60.

(D’aprés Enomoto et al., 2006 [645])

INK4 1P1
6K 1€

En culture cellulaire primaire et au 4°™ passage, pl et de p2 étaient plus

exprimés dans les CE des donneurs 4gés. L’augmentation de l'expression de pl6™** et

CIP1
1

p2 est conforme aux résultats obtenus antérieurement dans des études portant sur la

sénescence li¢e a 'age dans d'autres types cellulaires [646, 647]. La constance des niveaux de
ces CKIs dans les deux conditions de culture refléte une stabilité des transcrits et des protéines
et suggere que, comme dans d’autres types cellulaires [594], ces deux CKIs doivent étre

impliqués dans ’arrét du cycle cellulaire sur le long terme plutét que dans le controle des

INK4 CIp1
6 1

réponses cellulaires a court terme. L’expression de p1 ainsi que p2 augmente de

facon age-dépendant dans les CE humaines.
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Dans les cultures primaires, il n’y avait pas de différences d’expression de p2
que soit I’age des donneurs alors que le CKI était sous-exprimé dans les CE des donneurs
agés cultivées jusqu’au 4™ passage. Ce résultat indique une différence dans la réponse
cellulaire a de multiples passages plutdt qu'une différence intrinséque liée a l'dge dans
I’expression de p27<"'. Ce CKI est régulé a la fois au niveau traductionnel et par un turnover
[635] permettant une régulation a court terme du cycle en réponse a diverses modifications de

I’environnement comme par exemple a 1’exposition au TGF-3 et a la formation de contacts

intercellulaires [167, 648, 649].

Aucune différences liées a I’age n’étaient observées, in vitro, par Western blot dans le
niveau d’expression total de la protéine Rb. Seule la forme phosphorylée était exprimée en

moindre quantité dans les CE de donneurs ag¢s (Figure 56).
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Figure 56 : Analyse de I’expression protéique totale de Rb ainsi que de sa forme phosphorylée dans des CE humaines
in vitro.

(A) Western blot analysis using mouse anti-human Rb (IF8) to demonstrate total Rb protein expression in subconfluent,
passage-2 HCECs at 0, 24, 48, and 72 hours after growth factor addition. A similar level of total Rb protein expression was
observed in all HCECs, regardless of donor age or time after growth factor addition. Bars, SD.

(B) Western blot analysis using rabbit anti-human Rb (Ser 807/811) demonstrate the kinetics of Rb hyperphosphorylation in
the same samples of subconfluent HCECs as used in (A). A maximum increase in Rb hyperphosphorylation in HCECs
from younger donors within 24 hours of growth factor addition was observed, whereas maximum
hyperphosphorylation of Rb did not occur in HCECs from older donors until 48 hours after growth factor stimulation.
Bars, SD. Probabilities demonstrate statistically significant differences.

(D’aprés Enomoto et al., 2006 [645])

Ser807/811 est 1'un des quatre motifs sur Rb dont la phosphorylation est régulée par
l'activité kinase cycline-dépendantes [650]. Parce que l'expression de pl16™5* et p21°™! est
augmentée dans CE de donneurs agés, et que ces CKls sont connus pour inhiber l'activité des
complexes Cyclines/CDKs responsables de hyperphosphorylation de Rb, il est raisonnable de
supposer que l'augmentation de l'expression de p16™** et p21<"™' contribue a la
diminution de la réponse proliférative observée dans les CE de donneurs agés. Bien que
les données obtenues dans cette ¢étude fournissent une preuve de la corrélation entre

INK4 cIpl
6 1

I’augmentation des niveaux d’expression de pl et p2 avec diminution de la

phosphorylation de Rb avec 1’age, aucune relation directe n’a ét¢ démontrée. D'autres études
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fonctionnelles doivent étre menées afin de déterminer précisément si une expression accrue de
p16INK4a et p21CIPI est directement responsable de la diminution de I"’hyperphosphorylation de

Rb, conduisant a la diminution de la capacité proliférative des CE liée a 1'age.

Cette ¢tude indique que les trois CKlIs ainsi que Rb sont exprimés dans les CE
humaines indépendamment de 1’dge des donneurs. Les différences liées a 1’age dans
I’expression de p16INK4a and p21CLPl et dans la cinétique d’hyperphosphorylation de Rb

KIP1

suggerent que, en plus de 1’activité normale de p27™" comme inhibiteur de prolifération, il y

a une augmentation age-dépendante dans le niveau de régulation du cycle cellulaire par

6™ and p21“"!. Ce mécanisme moléculaire additionnel doit étre responsable, au moins

pl
en partie, de la réduction de la réponse proliférative observée dans les cellules endothéliales

des donneurs ages.

L’expression des génes pl6™* p21°"! et p275"! 1iés a la sénescence des CE a été
¢tudiée, par PCR quantitative en temps réel, sur cornées ex vivo provenant de donneurs jeunes
(<30 ans ; n=14 ; age moyen ; 24,9+4,1 ans ; 19-30 ans) et plus 4gésX50 ans ; n=13 ; age
moyen ; 55,8+3,8 ans; 50-61 ans) par Song (Shandong Eye Institute, Qingdao, Chine). en
2008 [436]. Une augmentation des transcrits de p16™~* liée a I’age était observée alors que

les niveaux de p21<™" 7KIPI 6'NK4

et p2 restaient stables. Dans cette p1 semble jouer le role le
plus important dans la sénescence des CE. Ses différences d’expression liées a 1’age
peuvent étre utilisées comme indicateur de la sénescence accélérée des CE. Ces résultats
confirment en partie ceux de Joyce obtenus a partir de culture primaire de CE. Joyce trouvait

cependant une augmentation de I’expression protéique de p21<™"

avec 1’age alors que Song
démontrait une expression constante des transcrits de ce CKI. Cette différence selon Song est
due un stress induit par la culture. Cependant il ne faut pas oublier que le niveau de transcrits
ne refléte pas toujours le niveau protéique. En effet différents mécanismes traductionnels et

post-traductionnels interviennent dans la régulation des protéines.

L’ensemble de ces travaux indiquent que, outre, les mécanismes qui maintiennent
activement I’endothélium cornéen in vivo dans un état non réplicatif, la capacité des CE
a se diviser est age-dépendant. L’endothélium cornéen de jeunes donneurs possede une
grande population de CE pouvant proliférer dans des conditions normales de croissance
mais avec I’age, il y a une augmentation de la population cellulaire qui entre dans un
état de sénescence réplicative. Le fait que les CE, méme a partir de donneurs agés, soient
en mesure de se diviser en culture indique qu’au moins une sous-population de cellules

conserve une capacité proliférative mais le nombre de cellules possédant cette capacité
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ainsi que leurs réponses aux stimuli mitogéniques est diminué. Cela indique clairement
que le statut du cycle cellulaire des CE cornéennes n'est pas statique, mais change
lentement avec 1'dge du donneur. Bien que la cause spécifique de ce changement de
statut prolifératif lié a 1’age ne soit pas encore identifiée, il apparait que les CKIs jouent

un role majeur et en particulier p16INK4”.

1 CIP1 6INK4a

111.4.3.3. Relance de la prolifération par inhibition de p2 etp1

Apres avoir établi que les CE de donneurs agés conservent une capacité proliférative,

KIP1

et que p27 n’est pas I’acteur principal de I’arrét de la prolifération, Joyce et Harris ont

déterminé I’implication de p21<"" et p16™*** dans I’inhibition de la phase G; du cycle dans

les CE cornéennes humaines de donneurs
ARETENIR agés. In vitro, des CE donneurs agés en
* %k %k %k %k ok k k k ok moyenne de 59,8+16,1 ans (n=14; 27-77

p21°P1 6t p16™“e jouent un role important ans) étaient électroporées avec deux siRNA

dans la régulation négative de la phase G, du | anti p21<P+p16™Es simultanément

cycle des CE cornéennes des donneurs 4gés. puisqu’une expression importante de ces 2

La diminution de leur expression par CKlIs avait été démontré dans cette tranche

interférence ARN favorise la progression dans

, o o d’age [645]. L’expression de ces deux
le cycle cellulaire et conduit a des divisions
cellulaires protéines diminuait significativement (en

WB) pendant au moins une semaine (Figure

57).

L. 0. 0.0.0.0 .0 .6 &

Les CE exposées aux deux siRNA et cultivées en présence de 8% de SVF proliféraient
plus que les cultures contrdles exposées au siRNA non spécifique pendant les 11 jours de
I’expérimentation (% de CE Ki67" et nombre total de noyaux). Dans le groupe contréle, 19%

des CE ¢étaient entrées dans le cycle cellulaire 1 jour apres électroporation alors que 65% des

1P1 INK4
1€ 6K

cellules traitées par les siRNA p2 +pl entraient en cycle (p=0,03). Le pourcentage

de cellules Ki67" diminuait ensuite au cours du temps dans les deux groupes. Le nombre de

CE dans les cultures traitées avec les siRNA p21“"'+p16™K4

augmentait de 2,6 fois au cours
du temps vs 1,1 fois dans le groupe contrdle, sans toutefois que la différence ne soit
significative. Le traitement concomitant par les 2 siRNA réduisant aussi efficacement leurs
niveaux protéiques respectifs, il n'est pas possible d'évaluer la relative contribution de p21<™!

et pl6™** dans le processus d'inhibition.
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Figure 57 : Exemple représentatif de ’effet du traitement avec
deux siRNA anti p21°"'+p16™%** sur expression protéique de
p21"! and p16™%* dans des CE humaines in vitro.

(A) Densitometric analysis of the effect of p21+p16 siRNA treatment
on p21Cipl protein expression in non-electroporated HCEC (-E/-
siRNA), in HCEC electroporated with Silencer negative control #1
siRNA (+E/control siRNA), and in HCEC electroporated with
p21+p16 siRNA (+E/p21+pl6 siRNA). (B) Densitometric analysis of
the effect of p2l1+pl6 siRNA treatment on pl6INK4a protein
expression under the same conditions as in A. Results are expressed
relative to beta-actin.

(D aprés Joyce NC. et Harris DL., 2010 [651])

jouent un role important dans la régulation négative de la

phase G; du cycle des CE cornéennes des donneurs agés. La diminution de leur

expression par interférence ARN favorise la progression dans le cycle cellulaire et

conduit a des divisions cellulaires.
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lll.5. Mécanismes de régulation de la prolifération des CE : tentative de
synthése

Les principaux mécanismes moléculaires connus régulant la prolifération des CE.que
nous venons de voir au cours de ce chapitre sont résumés par la Figure 58. Un tableau
critique des principales références bibliographiques utilisées aux cours de cette thése vous est
¢galement présenté Tableau 6.

Les facteurs de croissances EGF et FGF-2 en se couplant a leurs récepteurs
spécifiques : EGFR et FGFR présents sur la membrane des CE humaines [Wilson SE,
Department of Ophthalmology, Dallas, USA] induisent 1’activation d’un certain nombre de
voies de signalisation comprenant la phospholipase C-y (PLC-y1) et la phosphatidylinositole
3-kinase (PI3K) conduisant a la prolifération des CE. La protéine tyrosine phosphatase 1B
(PTP1B), dont I’expression augmente avec 1’dge, inhibe 1’action de I’EGF. Le sodium
orthovadate (SOV) inhibe cette protéine et permet de relancer la prolifération des CE de rat
[Joyce NC, Schepens Eye Research Institute, Boston, USA]. La fixation de la cytokine TGF-
B2 sur son récepteur TGFR présent a la surface des CE humaines induit une surexpression de
la cyclooxygénase-2 (COX-2), de la prostaglandine E2 (PGE2) et de 1’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc¢) qui inhibent 1’action de I’EGF et du TGF-2 en agissant sur
PI3K et sur la PLC-y [Joyce NC, Schepens Eye Research Institute, Boston, USA]. La PLC-y1

KIP1
7

et PI3K agissent de la méme maniére en phosphorylant le CKI p2 qui sera exporté hors

du noyau, ubiquitiné par le complexe KPC et dégradé¢ en début de phase G;. La kinase

nucléaire hKIS phosphoryle également p27<""

conduisant a sa destruction. La PLC-yl et
PI3K vont également stimuler la synthése de CDK4 et sa translocation nucléaire [Kay EP,
Doheny Eye Institute, Los Angeles, USA ; modele utilisé : le lapin]. Des stimulations
mitogéniques induisent la synthése de cycline D qui se lie et active CDK4 nucléaire. Le
complexe Cycline D1/CDK4 phosphoryle spécifiquement pRb induisant des altérations dans
les interactions pRb/E2F activant ainsi E2F. Le facteur de transcription E2F libre stimule la
synthése de nombreuses protéines impliquées dans la prolifération cellulaire comme la cycline
E. Cette protéine de régulation se lie et active CDK2. Le complexe Cycline E/CDK2
phosphoryle a son tour pRb créant un circuit d’autorégulation favorisant la progression vers la
phase S. La régulation négative du cycle cellulaire est médiée, au moins en partie, par

Iactivité des CKL p16™* se fixe spécifiquement sur les CDK4 libres prévenant ainsi leur

liaison avec la cycline D et de ce fait leur activité kinase. Ils sont également en compétition
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avec la cycline D pour se lier a CDK4 dans des complexes existants et ainsi dissocier les
complexes Cycline D/CDK4.

p21“"let p27"*! se fixent aux complexes Cycline D/CDK4 et Cycline E/CDK2 prévenant
leur activation. En phase G, tardive, le complexe actif Cycline E/CDK2 phosphoryle p27%""
induisant sa destruction nucléaire par le protéasome apres avoir été€ ubiquiting par le SCFSkp2
conduisant a la progression du cycle vers la phase S [Kay EP, Doheny Eye Institute, Los
Angeles, USA ; mode¢le utilisé : le lapin]. L’utilisation d’oligonucléotides anti-sens ou de
siRNA anti-p27*"! entraine une relance du cycle cellulaire dans les CE jeunes [Joyce NC,
Schepens Eye Research Institute, Boston, USA ; mode¢le utilisé : rat (oligo) et humain
(siRNA)]. L’action combiné de siRNA anti p21<""! et p16™** induit une relance du cycle des
CE humaines quel que soit 1’age [Joyce NC, Schepens Eye Research Institute, Boston, USA].
Nous pouvons supposer €galement que les protéines ZO-1 (« zonula occludens ») et ZONAB
(« ZO-1-associated nucleic acid binding protein ») interviennent dans la régulation de la
prolifération des CE comme il I’a ét¢ démontré dans les cellules épithéliales humaines.
ZONAB d’une part se fixerait sur CDK4 et permettrait son accumulation nucléaire et d’autre
part régulerait la transcription de la cycline D et de PCNA. ZO-1 inhiberait ZONAB et du
méme fait CDK4 par séquestration cytoplasmique lors de 1’augmentation de la densité
cellulaire [Balda MS, Institute of Ophthalmology, London, UK]. La rupture mécanique ou
chimique des jonctions intercellulaires conduit a une diminution protéique de ZO-1 et a une
relance de la prolifération cellulaire des CE humaines [Joyce NC, Schepens Eye Research

Institute, Boston, USA].
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Figure 58 : Principaux mécanismes moléculaires connus régulant la prolifération des CE.
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Tableau 6 : Critique de la littérature.
H : Humain; R : Rat; L : Lapin; S : Souris
SERI = Schepens Eye Res Insitute ; AOS = Acta Ophthalmol. Scand; EER = Exp. Eye Res. ; MV = Molecular Vision

Auteur/Revue/Réf

Année

Equipe

Théme

Espeéce

N (matériel bio

Principale technique

Principal résultat

Principale critique

de départ)
. PCR sur facteurs de croissance, absence
Capacités Transformation cellules de WB... La présence du transcrit ne
Wilson/IOVS/[376] 1993 Dallas .p, . H Culture n=102 avec SV40-L-T; RT-PCR; IF | Capacités prolifératives intrinséques p X ..
prolifératives veux pas dire présence de la protéine et
(SVv40LT) : X L
encore moins de sa fonctionnalité
Transformation cellules
Capacités avec SV40-L-T et
Wilson/I0VS/[377] 1995 Dallas roIi?ératives H Culture n=? oncoprotéines E6/E7. RT- | Capacités prolifératives intrinséques
P PCR; IF (SV4OLT); ICC
(E6/E7); WB; Comptage
ot du ey IeCsur coupes (eylines | e e o
Joyce/IOVS/[383] 1996 SERI P ¥ H in situ n=? D/E/A/B1; p33cdk2; L 36 heures pm. Etude observationnelle
et statut ) cellules basales limbiques. Cellules
U p34cdc2; Ki67) L e
prolifératif endothéliales arrétées en phase G1.
Profil d'expression IF (Cyclines D/E/A/B1; C g?r?:r;cli)gﬁzgzadgaentlcmt(()HTaLs);ne Aucune info sur les donneurs ainsi que
Joyce/IOVS/[407] 1996 SERI protéines du cycle L/H in situ n=? p34Cd°2; Ki67; pRb; p53; ¥ ) yiop o , d
. INK4a chez lapins et dans noyau chez sur la reproductibilité des résultats.
lapin vs homme pl6 " °; E2F); RT-PCR
hommes
Analyse des chromosomes,
de la taille cellulaire et de e
la prolifération (essai Mesure de la prolifération indirecte.
Blake/IOVS/[461] 1997 Nou’velle Effet de !a,ME.C H Culture n=10 colorimétrique) sous I'effet MECd orlg.m,e b9vme +++ Aucune étude protéique notamment
Orléans sur la prolifération ez prolifération par ICC/IF sur les marqueurs de
de différents facteurs de Y .
. prolifération (Ki67; MCM2...)
croissances et de
substratum
Récepteurs au _ ICC sur coupes (Récepteurs Expression des transcrits et des Aucune données sur les cornées mis a
Joyce/IOVS/[550] 1997 SERI TGF-B H n=8 TGF-B I/11/11); RT-PCR protéines des 3 types de récepteurs part I'age
Mesure longueur des , R ,
Egan/IOVS/[450] 1998 Mayo/Dallas/ Longueur des H =21 fragments de restriction La longueur des télomeéres n'est pas

Cleveland

télomeres

terminaux

la cause de l'arrét de prolifération
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N (matériel bio

Auteur/Revue/Réf | Année Equipe Théme Espeéce de départ) Principale technique Principal résultat Principale critique
Expression et Prolifération cellulaire. Augmentation
activité des Transformation cellules Cyclines A/D et CDK2/4. Diminution
Schontal/EER/[631] 1998 Los Angeles protéines L/H Culture n=? avec SV40-L-T; Activité de p21CIP1 et p27K'P1. Implication des
régulatrices du kinase; WB ces protéines dans la régulation du
cycle cellulaire cycle.
oo . ICC (BI"dU} p27K|P1; KIP1 cIP1 . N
Joyce/IOVS/[561] 1998 SERI Profil d'expression R ex vivo n=? p21CIP1; connexine-43; p27 et p217" contribuent a
protéines du cycle 70-1..) I'inhibition proliférative
Culture n=? n=30 Incorporation
Chen/I0VS/[398] 1999 SERI TGF-B2 R pour humeur 3 P L TGF-B2 bloque I'entrée en phase S
[H]Thymidine
aqueuse
Graham/IOVS/[474] | 2000 SERI PKC R Culture n=? WB; ICC; oligo antisens PKCa/z importants dans la
prolifération
ex vivo n=21 (2-3
Senoo/I0VS/[394] 2000 SERI/Japon EDTA H par ICC (20-1; Ki67) EDTA induit prolifération absence délai pm
expérimentation)
Cmecttljllljﬁa?rl; t’jyc|e ex vivo n=59 Prolifération dans les 2 groupes mais Aucune information sur les donneurs
Senoo/I0VS/[393] 2000 SERI/Japon donneurs 'eu.nes H (jeunes n=19; agés ICC (BrdU; Ki67) agés répondent plus lentement aux (sauf I'age), Variation de n=2 a n=9 par
A J, n=40) stimuli échantillon pour une méme expérience
vs. agés
Expression de p27KIPl et CDK4 DCE
copos | eton T2 sanda, G 12 e i
Kim/MV/[505] 2001 sur |'expression de L Culture n=? IF (p27""; CDK4); WB P Pt
Angeles KIP1 phosphorylation de p27
p27" " et CDK4 . A .
(nécessaire a son exportation
nucléaire pour étre dégradé)
. . . .| TGF-B2 et'AMPC inhibe I'entrée en
Kim/IOVS/[504] 2001 Corée/Los Réle de p27"™* L Culture n=? IF (Cyclélr;fs DléE&CDKZM’ phase S en bloquant la
Angeles p21-"7; p27 77); WB . KIP1
phosphorylation de p27
Incorporation La réponse au TGF-32 varie en
Chen/EER/[553] 2002 Taiwan TGF-f2 R Culture n=? P fonction da la concentration en

[3H]Thymidine

sérum dans le milieu
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N (matériel bio

Auteur/Revue/Réf | Année Equipe Théme Espéce . Principale technique Principal résultat Principale critique
de départ)
PLC-y1 régule positivement
Lee/MV/[498] 2002 | Corée/Los PLC-y1 L Culturen=? | IF (PLC; CDK4; p27°™Y); wp | , " &XPression de CDK4 et facilite son
Angeles importation nucléaire et I'exportation
de p27KIP1
Inhibition de Culture + ex vivo ICC sur coupes (récepteurs Inhibition de contact et réponse au
J I0VS/[562 2002 SERI R - “IP1); RT-PCR;
oyce/IOVS/[562] contact et TGF-B2 h=? TGF-p et p2V7VB ); RT-PCR; TGF-B2 médiées par p27"™*
PI3K régule positivement
I'expression, facilite I'importation et
Lee/IOVS/[503] 2003 Corée PI3K L Culture n=? IF (CDK4; p27°™%); wp | 2 séquestration nucléaire de CDK4. Il
régule négativement |'expression de
p27KIPl et facilite sa protéolyse en le
phosphorylant
kipl
IF (AMPc; CDK4; p27°%); L
=?
Lee/IOVS/[477] 2003 Los Angeles AMPc L Culture n=? WB; Activité kinase Inhibition de PI3K
) WB; IP; Incorporation . . e . Induction de prolifération OK mais avec
- =? i
Motegi/AOS/[652] 2003 Japon TGF-B B Culture n=? BrdU TGF-B induit prolifération via PKC 10% de FBS
p27KIP1
Kikuchi/IOVS/[633] 2004 SERI/Japon oligonucléotides R Culture n=? ICC sur lames; WB Induction de la prolifération absence délai pm; n=?
antisens
Surexpression Culture + ex vivo ICC; Test de viabilité; . e .
, ’ ‘n=>?
Joyce/IOVS/[379] 2004 | SERI/Londres E2E2 L =2 TUNEL; RT-PCR Induction de la prolifération absence délai pm; n=?
rEI?fZ?gtsise : Culture n=27 Induction de la prolifération avec délai décés-culture cellulaire : 23 13
Zhu/10VS/[422] 2004 SERI P . H (jeunes) et 56 ICC (ZO-1; Ki67); Comptage | différents facteurs de croissance chez . . N s
donneurs jeunes N . . jours (jeunes) et 1 a 12 jours (agés)
vs. Agés (agés) donneurs jeunes et agés
Implication de .
p27KIP1 dans le Augmentation de p27** au cours du
. KIP1, KIP2, . . .
Yoshida/IOVS/[632] 2004 Japon développement et S n=7x2 ICC (p27""7; p57 " 7; PCNA; développement de la cornée et

la prolifération de
I'endothélium
cornéen

BrdU)

diminution de PCNA. p27Klpl impliqué
dans l'inhibition proliférative
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N (matériel bio

Auteur/Revue/Réf | Année Equipe Théme Espeéce de départ) Principale technique Principal résultat Principale critique
Of:;?\/:::;;‘:::ﬂ Implication des phosphatases dans
Chen/EER/[532] 2005 SERI les protéines R Culture + ex vivo ICC (20-1; Ki67); RT-PCR; .hntegnteQeSJoncnons
. n=? WB intercellulaires et dans la
tyrosine rolifération
phosphatases P
Capacités
prolifératives : Culture n=8 Cellules périphériques et centrales
Konomi/IOVS/[427] 2005 SERI centrales vs. H (jeunes n=4; agés Comptage; ICC (MCM2) peripheriq e
P peuvent proliférer
périphériques n=4)
(jeunes vs. agés)
Surexpression ICC (BrdU); Comptage DCE Progression du cycle et augmentation
McAlister/IOVS/[380] 2005 | SERI/Londres EF;FZ H n=? (spéculaire puis bleu J yDCE g Aucune information sur les donneurs
trypan); TUNEL
Différences liées a ex vivo n=1 pour
1a chaque groupe
|'age dans
|'expression des Culture n=18 ICC sur coupes ( 1642, Augmentation de I'expression de ICC réalisée seulement sur une cornée
Enomoto/IOVS/[645] | 2006 SERI P H (jeunes) et n=22 eupes P i e Spression
CKls et NP R p21-"7; p27 7); WB pl6 etde p21~ " avec l'age de chaque groupe
. (agés) (n=4 a 8 par
'hyperphosphoryl expérience et par
ation de Rb P P
groupe)
Compétence
réplicative et ex Vivo n=8 par
& : g ICC (MCM2); Activité SA- criphéri iférati
Mimura/IOVS/[430] 2006 SERI sénescence H groupe d'age (n=4 ( ); Activité Cellules périphériques prolifération
centre vs. ar expériences) p-cal o
Périphérie (jeunes P P
vs agés)
Culture n=5 Prolifération chez les jeunes mais pas | Aucune information sur les donneurs
Kikuchi/IOVS/[634] | 2006 | SERI/Japon p27°" SiRNA H (jeunes) et n=6 IcC (z0-1; p27"™"); wB Jeun: P .
- chez les plus agés (sauf I'age)
(agés)
Longueur des
télomeres : jeunes ex vivo n=10 o . N ,
Konomi/MV/[451] 2007 SERI/Japon vs agés et H (jeunes) n=12 Q_EI_SH (PNA: f'ac_|des La longueur d‘es tAeIomeres_ n,est.pas
N nucléiques peptidiques) la cause de l'arrét de prolifération
centrales vs (agés)

périphériques
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N (matériel bio

Auteur/Revue/Réf | Année Equipe Théme Espeéce de départ) Principale technique Principal résultat Principale critique
. . Augmentation de PTP1B avec I'age.
Ishino/MV/[534] | 2008 | SERI/Japon PTP1B H exvivo et culture ICC (PTP1B); WB; PTP1B régulateur négatif de la
n=18 Incorporation BrdU P .
prolifération cellulaire
Pourquoi avoir fait p16+p21
ap1 INKda s . Reprise de la prolifération y compris simultanément et ne pas avoir essayé
p21-" "+pl6 _ Test de viabilité cellulaire; ; ., .
Joyce/IOVS/[651] 2010 SERI GIRNA H Culture n=14 WB; ICC (Ki67) les cellules provenant de donneurs les 2 siRNA séparément afin de

agés

déterminer la protéine exergant la plus
forte inhibition sur le cycle
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I. OBJECTIF DE CETTE THESE

L’objectif principal de cette thése était de comprendre les mécanismes moléculaires
impliqués dans D’inhibition de la prolifération des CE. Comme nous l’avons vu, de
nombreuses études portant seulement sur quelques protéines ont été réalisées sur culture
cellulaire ou sur cornées ex vivo. Aucuns travaux réalisés jusqu’a présent ne se sont penchés
sur I’expression des transcrits des génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et
spécifiquement sur ceux contrdlant la transition Gy/S justifiant ainsi notre étude (Article 1).
Notre objectif de recherche était de déterminer les principaux genes de régulation du cycle
cellulaire exprimés ou non exprimés par les CE normales dans des conditions physiologiques
puis comparer ces niveaux d’expression « physiologiques » a ceux retrouvés dans plusieurs
conditions : 1/ cornées dites « in vivo », obtenues au bloc opératoire durant une kératoplastie
transfixiante juste apres trépanation, servant de modele de référence 2/ cornées post mortem
dans les conditions et les délais habituels du prélévement de cornée en Europe afin de
déterminer si ce modele beaucoup plus facile a obtenir que des CE « in vivo » peut servir de
modele d’étude de substitution 3/ cornées en organoculture (OC) conventionnelle dans le but
de vérifier si cette conservation relance une prolifération cellulaire 4/ CE en culture primaire
confluente in vitro afin de déterminer si ce modele refléte effectivement le méme profil
d’expression des transcrits que '« in vivo » 5/ CE cultivées non confluentes donc encore
prolifératives dans le but d’identifier les génes impliqués dans 1’inhibition proliférative et 6/
lignée de CE immortalisée servant de controle positif de prolifération. Ce travail avait pour
objectif de déterminer si des changements d’expression transcriptionnelle des génes du
cycle cellulaire interviennent au cours de I’OC et de la culture in vitro, afin de définir au
mieux les cibles potentielles a inhiber ou celles a surexprimer afin de déclencher une

prolifération cellulaire contrélée.

D’autre part, cette thése avait pour objectif secondaire de développer une méthode
d’analyse de la viabilit¢ de 1’endothélium pan-cornéenne (Article 2). La DCE est le critére
principal reconnu pour délivrer une cornée. Sa valeur seuil comprise entre 2000 a 2400
cellules/mm? [653, 654] a été déterminée empiriquement il y a de nombreuses années. Dans la
routine des banques de cornée, la DCE est déterminée le plus souvent par 1’analyse

informatique d’images de microscopie spéculaire (MS) pour la conservation a +4°C[655, 656]
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(USA principalement) et de microscopie photonique (MP) pour la conservation en
organoculture [657-663]. Malgré la généralisation ces derniéres années des logiciels de
comptage, ce comptage de routine ne refléte qu’imparfaitement le capital endothélial pan-
cornéen. En effet : 1/il est évident que seules les CE visibles peuvent étre comptées, qu’elles
soient spontanément visible en MS ou rendues visibles par préparation au chlorure de sodium
(0,9%) ou au sucrose (1,8%) en MP [654]. Or les zones ou les CE sont invisibles peuvent
correspondre soit a des CE qui ont desquamé (dans les plis cornéens en particulier) [664], soit
le plus souvent a une zone ou les contours cellulaires restent non ou mal visibles
spontanément ou apres la préparation ; 2/la reconnaissance des contours des CE est souvent
difficile et peut fausser le comptage, ceci malgré leur extrapolation informatique (pointage des
centres des CE en MS) ou leur tracage (fermeture des bords en MP) [660] ; 3/enfin, le
comptage est fait sur un trés petit échantillon de CE (50 a 300 CE), soit moins de 1/1000 du
capital endothélial pan cornéen chez I’adulte qui est compris entre 200 a 300 000 CE.
Plusieurs méthodes expérimentales, destructives donc non utilisables en routine clinique, ont
été proposées depuis le Rouge Alizarine de Sperling dans les années 1970 pour évaluer la
qualité endothéliale lors de la conservation des cornées ou dans d’autres applications. Aucune
d’entre elle n’a combiné un triple marquage a une analyse d’image de la totalité de la

surface endothéliale dans le but de mesurer de la viabilité endothéliale pan-cornéenne.
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IV. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’analyse de la littérature permet de constater que 1’étude de la régulation du cycle
cellulaire de la cellule endothéliale cornéenne a fait appel jusqu’a présent a 1’observation d’un
nombre limité d’acteurs décrits dans d’autres modeles cellulaires. Ainsi, le postulat d’arrét en
phase G, de ces cellules repose sur I’observation de moins d’une dizaine de protéines clés en
immunocytochimie. Les travaux initiaux ont ét€¢ complétés, tout en restant cantonnés a
quelques protéines. Nous avons choisi une démarche différente en analysant « en une fois »
plus d’une centaine de transcrits des genes des protéines régulatrices du cycle cellulaire grace
a la technologie des biopuces a ADN. L’autre originalité repose sur le choix des cellules
endothéliales soumises a ce screening. Les CE cornéennes humaines ont été mises dans des
conditions expérimentales différentes, correspondant a des statuts prolifératifs trés variables.
La référence est une population de CE centrales saines confluentes et non prolifératives, issue
de boutons cornéens de patients greffés pour kératocone, a I’autre extréme, la seule lignée
endothéliale cornéenne humaine immortalisée, maintenue au laboratoire depuis 1998 (offerte
par les Pr J Bednarz et K Engelmann, Hambourg). Pour la premiére fois, nous avons mis en
évidence des profils transcriptionnels avec une activation globale de I’expression des génes en
organoculture de routine et en culture primaire et I’expression accrue de génes impliqués dans
I’arrét du cycle cellulaire en différents points comme DIRAS 3, GADD45A, p15 pl6, pl8 et
pl9 ou impliqués dans la régulation du cycle cellulaire des CE comme le complexe
ubiquitine/protéasome (culines, APC...), laissant supposer que les freins antiprolifératifs sont

encore plus complexes.

En paralléle a ces travaux de génomique, nous avons développé un outil innovant de
mesure du capital en cellules endothéliales viables. Cette technique combine un triple
marquage Hoechst/Ethidium/calcéine AM a I’analyse pan-endothéliale permettant d’évaluer
le capital de CE réellement viable sur les greffons. Cette technique peut étre appliquée a
I’analyse de n’importe quel procédé chirurgical ou non, susceptible d’altérer directement ou
indirectement 1’endothélium cornéen. Nous 1’avons appliqué a la mesure de la toxicité de
I’¢lectrotransfert de géne dans 1’endothélium de cornées humaines en organoculture puis a

I’analyse de la survie endothéliale apres découpe d’un greffon endothélial et envoi a distance.
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Dans un futur proche, elle servira a déterminer la viabilité endothéliale apres stimulation de la

prolifération endothéliale in situ.

L’un des objectifs du laboratoire BiiGC est la compréhension des mécanismes
moléculaires intervenant dans I’inhibition de la prolifération des CE afin de pouvoir
déclencher et contrdler la division de ces cellules. Il sera alors possible d’enrichir les greffons
lors de I’étape de conservation a la banque, afin de diminuer la perte de greffons et de greffer
des cornées a DCE tres élevée, donc plus durables chez le receveur. La culture de masse de
CE nécessaire au développement des greffons endothéliaux bio-artificiels deviendra
¢galement envisageable. Enfin, cela permettra de mieux comprendre la dystrophie de Fuchs
pour proposer des stratégies de traitement des stades précoces. Dans cette optique, un
troisiéme travail est en cours afin d’évaluer les effets d’une surexpression des cycline D1 et
E1 sur la progression dans le cycle des CE. Ces deux protéines majeures interviennent dans la
transition G1/S du cycle cellulaire. Nous supposons qu’une surexpression de ces cyclines
induira une reprise du cycle cellulaire et relancera la prolifération des CE. Les clonages sont
d’ors et déja réalisés ainsi que I’optimisation de la transfection dans les CE in vitro. L’étude
de I’'impact proprement dit sur la prolifération des CE est en cours d’étude. Enfin, dans le
cadre d’un postdoctorat, une collaboration débutera en novembre 2010 avec le laboratoire de
Recherche sur la Cornée et le Cristallin, Hopital Ophtalmique Universitaire Jules Gonin,
Lausanne, (Dr Francois MAJO, MD, PhD ; Michaél NICOLAS, PhD). L’objectif est de faire
exprimer le géne hTERT (« human TElomerase Reverse Transcriptase »), codant pour la
télomérase, de facon transitoire et controlée dans les CE de greffons humains conservés en
organoculture. L’utilisation d’un lentivirus non réplicatif, non intégratif et possédant un
transgene inductible devrait permettre d’atteindre cet objectif. Les résultats attendus sont une
limitation de la mort des CE par apoptose et le déclenchement d’une prolifération cellulaire

transitoire capable d’augmenter le capital de CE.
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. CURRICULUM VITAE

Aurélien PIPPARELLI
N¢ le 10 novembre 1979 a Besangon (30 ans)

Adresse professionnelle

Laboratoire "Biologie, Ingénierie et Imagerie de la Greffe de Cornée" (BiiGC)
Facult¢ de Médecine J. Lisfranc

15 rue Ambroise Paré

42023 Saint-Etienne Cedex 02

Tél : 04.77.42.14.25

E-mail : aurelien.pipparelli@univ-st-etienne.fr

EXPERIENCE PROFESSIONNELLE

Depuis septembre 2009

Attaché de Recherche Clinique dédié Ophtalmologie
DRC du CHU de SAINT-ETIENNE, Service d’Ophtalmologie, Hopital Nord.

Depuis octobre 2006

Doctorant en Biologie Moléculaire et Cellulaire.

JE 2521 "Biologie, Ingénierie et Imagerie de la Greffe de Cornée" (BiiGC), Faculté de
Médecine, Saint-Etienne, France.

Sujet de recherche : Cycle cellulaire de la cellule endothéliale cornéenne humaine.

Février- Aotit 2006

Stage de Master 2.

CNRS FRE 3247 (anciennement UMR 7628) "Modc¢les en Biologie Cellulaire et Evolutive",
Observatoire Océanologique de Banyuls sur Mer (OOB), UPMC, France.

Sujet de recherche : Expression tissulaire et caractérisation enzymatique de 1’arylalkylamine-
N-acétyl-transférase de roussette (Scyliorhinus canicula).

Juin- Aoiit 2005

Stage de Master 1.

CNRS FRE 3247 (anciennement UMR 7628) "Modc¢les en Biologie Cellulaire et Evolutive",
Observatoire Océanologique de Banyuls sur Mer (OOB), UPMC, France.

Sujet de recherche : Etude de [I’expression du geéne codant I’arylalkylamine N-
acétyltransférase-2 et de la mise en place de I’oscillateur circadien chez les embryons et les
larves de poisson zebre (Danio rerio).

Octobre 2004

Stage de Licence.

Université Claude Bernard Lyon 1, Lyon, France.

Sujet de recherche : Etude de I’influence de différents facteurs sur le développement in vitro
de cellules nerveuses et musculaires (C2C12 et PC12) et de I’expression de protéines
endogenes.
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CURSUS UNIVERSITAIRE & FORMATIONS

2010 : Doctorat en Biologie Moléculaire et Cellulaire.
Faculté de Médecine/Université Jean Monnet, Saint-Etienne, France.

Formation d’Attaché de Recherche Clinique.
Supsanté, 8 quai André Lassagne 69001 Lyon.

Formation théorique du Diplome d’Enseignement Spécial d’Ophtalmologie
(DES) Rhone-Alpes-Auvergne.

2006 : Master 2 de Physiologie et Neurosciences spécialité Physiologie et Biochimie
Marine. (Mention Bien, Major)
Université Claude Bernard Lyon 1, Lyon, France.

2005 : Master 1 de Physiologie et Neurosciences.
Université Claude Bernard Lyon 1, Lyon, France.
Options : Régulation et adaptation métabolique ; Physiologie des adaptations a
I’environnement ; Physiopathologie des régulations cardio-vasculaires; Bases
physiologiques de la toxicité des médicaments ; Neurobiologie du comportement.

2004 : Licence de Biologie Cellulaire et Physiologie spécialité Physiologie.
Université Claude Bernard Lyon 1, Lyon, France.

2003 : DEUG Science et Technique spécialité Science de la Vie.
Université Claude Bernard Lyon 1, Lyon, France.

COMPETENCES ACQUISES

Recherche Fondamentale
e Pratiques

Cultures cellulaires

De cellules musculaires, nerveuses, lymphocytes, monocytes, plasmocytes, endothéliales
cornéennes humaines et animales (lapin, rat ; veau, porc).

Ensemencement, suivi de la différenciation cellulaire, travail en milieu stérile et maintien des
cultures sur plusieurs semaines, quantification assistée par ordinateur, suivi phénotypique,
transfection, test MTT...

Biologie moléculaire et Biochimie

Extraction d’ARN, dosage par spectrophotométrie (protéines par la méthode de Bradford,
acides nucléiques...), Reverse Transcription, PCR (Clean-up, Inverse, Nested, en Temps
réel/Quantitative), Microarray, clonage, extraction ADN plasmidique (Mini, Midi, Maxi,
Gigaprep), transfection, Blot (Western, Southern, Northern), siRNA, Hybrydation in situ,
chromatographie (en phase liquide et gazeuse), spectrométrie de masse.

Immunologie
RIA, ELISA, hémaglutination, cytofluorimétrie, immunomarquages sur cellules en cultures
ou sur tissus.

Bilans énergétiques
Détermination de la prise alimentaire, dosages enzymatiques. Mesure de la dépense
énergétique. Métabolisme cellulaire sur hépatocytes isolés et adipocytes.
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Electrophysiologie
Electrophysiologie réalisée sur cellules en cultures sur ovocytes ou sur explants de tissus
nerveux, par des enregistrements intracellulaires a une ou deux électrodes ou des
enregistrements en Patch clamp (en mode voltage imposé ou courant impos¢). Traitement du
signal, injection intracellulaire. Electrophysiologie chez I'hnomme en enregistrement multisite
et potentiels évoqués.

Expérimentation sur I'animal

Soins, manipulations, injections de drogues. Etudes comportementales chez le rat et
apprentissage. Anesthésie, cathétérisme, dosages plasmiques, prélévements d'organes,
euthanasie.

Expérimentation chez I'homme

Aspects éthiques et légaux de l'expérimentation humaine. Prélévement d’organes humains
(don du corps a la science). Tests olfactifs, auditifs, analyse sensorielle. Détermination de la
V02 par step test et ergocycle. ECG, adaptation a I'hypoxie.

Informatique

Logiciels:  Office (Word, PowerPoint, Excel...); BLAST; Clustal; Cell*P; Graphpad
Prism; ImageJ; Pdraw; Restriction Mapper; GEArray Expression Analysis
Suite software (SuperArray Bioscience); 7500 Fast System Detection Software
(SDS) version 1.2.3 (Applied Biosystems); U-Descartes...

Internet : Internet Explorer ; Mozilla Firefox ; Safari ; langage HTML...

Imagerie

Acquisition : microscope photonique ; microscope a épifluorescence inversée ; microscope
confocal ; microscope électronique a transmission/balayage ; microscope a
contraste de phase; vidéomicroscope. Multiple Images Acquisition (MIA).
Extended Focus Images (EFI).

Analyse : Fluorochromes, fluorescence des marquages enzymatiques, FISH.
Analyse de gels.
Opérations sur une image: modifications d'histogramme, convolutions,
morphologie mathématique, utilisations de la transformée de Fourier,
étiquetage en composantes connexes, réhaussement du contraste local,
correction de fond, réduction du bruit. Opérations entre images. Comptage,
forme d'objets. Image binaire, algébre de Boole, techniques de segmentation.
Image couleur, représentations RVB et HIS, diagrammes CIE. Représentations
en 3 dimensions (3D). Décodage d'une image vidéo. Calibration d'une image
en x, y et z. Programmation d'une application sous les logiciels Imagel et
Cell™P.

Administratifs

Rédaction d’une demande de subvention (Grant: Fondation de I’Avenir 2007 ET7-468) et
¢laboration du budget.
Rédaction de bilan scientifique annuel pour expertise (Fondation de 1’ Avenir).
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e Théoriques

Physiologie
Couplage excitation-contraction musculaire ; Ajustements respiratoires et cardiovasculaires a
l'exercice musculaire ; Métabolisme énergétique ; Ontogenese des muscles squelettiques ;
Ultra structure musculaire ; Thermogenése musculaire.
Physiopathologie des régulations cardio-vasculaires.
Physiologie des adaptations a I'environnement ; Pathologies métaboliques (obésité/diabete).
Physiologie/Physiopathologie/Toxicologie/Pharmacologie cutanée.
Etude comportementale, métabolique et neuronale de la nutrition.

Physiologie et écophysiologie des environnements extrémes
Ambiances chaudes (milieux désertiques) et froides (milieux polaires) ; Hautes altitudes,
microgravité ; Hypoxie ; Milieux souterrains et/ou confinés ; Milieux marins.
Thermorégulation ; Ventilation.
Plongée chez les mammiferes, hyperbarie ; Vie en milieu polaire; Vie en milieux hypoxiques
et réducteurs ; Osmorégulation.

Neurobiologie

Transmission synaptique ; Electrogenése ; Canaux ioniques ; Ontogenese du systéme neuro-
musculaire ; Neurogenese ; Mort neuronale.

Le code neuronal ; Neuromodulation des fonctions cognitives ; Neurobiologie de la mémoire ;
Vision et cerveau ; Neurophysiologie de la nutrition.

Endocrinologie
Régulation endocrine ; Endocrinologie moléculaire.

Pharmacologie et toxicologie

Pharmaco et toxico-cinétique ; Interactions ligand-cible, Physiopathologie et pharmacologie
des systemes cardio-vasculaire et nerveux central.

Immunologie
Systéme immunitaire ; Lymphopoicse...
Recherche Clinique

o Pratiques
Coordination de 2 PHRC :

x Essais comparatif de deux milieux de conservation des greffons cornéens : milieu de
référence et nouveau milieu sans composant animal.

Etude multicentrique prospective randomisée en double insu.

Promoteur : CHU de Saint-Etienne, 42055 SAINT-ETIENNE Cedex 02.

x Effet de la curarisation sur 1’oculomotricité de 1’enfant non strabique
Etude thérapeutique multicentrique comparative randomisée.
Promoteur : CHU de Saint-Etienne, 42055 SAINT-ETIENNE Cedex 02.
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Monitoring de différents essais clinques :

x Etude GEFAL : Groupe d’Evaluation Frangais Avastin® versus Lucentis®

Etude clinique thérapeutique (phase III), de non infériorité, multicentrique prospective
randomisée en double insu.

Promoteur : Hospices Civils de Lyon 69229 LYON Cedex 02

x Intérét de la corticothérapie en premicre intention, en injections intravitréennes lors des
endophtalmies post-operatoires.

Etude multicentrique prospective randomisée en simple insu.

Promoteur : CHU de DIJON 21079 DIJON Cedex

x Apport de I’identification bactérienne moléculaire rapide par PCR en temps réel dans la
prise en charge des endophtalmies aigues postopératoires.

Etude multicentrique prospective.

Promoteur : CHU de GRENOBLE 38043 GRENOBLE Cedex 09

x Etude LT2345- PIII-12/08 : Efficacy and safety assessment of t2345 unpreserved eyedrops
versus xalatan® in ocular hypertensive or glacomatous patients.

Phase III study, international, multicentre, randomized, investigator-masked, 2 parallel
groups, versus reference product, in 360 evaluable patients treated for 3 months.

Promoteur : Iris Pharma / Laboratoires Théa 63017 CLERMONT-FERRAND Cedex 2

x Protocole 192371-016-00 : Allergan Cyclosporine et KCA

Etude multicentrique, randomisée, double masquée, en groupes paralléles, visant & évaluer
I’efficacité et I’innocuité d’une solution ophtalmique de cyclosporine a 0,010 % par
comparaison avec son véhicule, administrée 4 fois par jour pendant 3 mois, suivie par une

phase ouverte de 9 mois chez des patients atteints de kératoconjonctivite atopique.
Promoteur : Chiltern International 92200 NEUILLY SUR SEINE

e Théoriques

Formation d’Attaché de Recherche Clinique.
Supsanté, 8 quai André Lassagne 69001 Lyon.

Formation théorique du Diplome d’Enseignement Spécial d’Ophtalmologie (DES) Rhone-
Alpes-Auvergne (40 modules de 4 heures sur 4 ans).

Langues

e Anglais : niveau scientifique (lu, écrit, parlé)
e Espagnol : notions
e Allemand : notions

MEMBRE DE SOCIETES SAVANTES & CONSEILS SCIENTIFIQUES

e CSIFR 143 IFRESIS (Institut Fédératif de Recherche en Sciences et Ingénierie de la
Santé ; Université J. Monnet, Saint-Etienne) : depuis 2006

Société Frangaise d’Ophtalmologie (SFO) : depuis 2007

European Eye Bank Association (EEBA) : depuis 2007

Société de Biologie Cellulaire de France (SBCF) : depuis 2008

Société d'Ophtalmologie de la Région Rhone-Alpes (SORA) : depuis 2009
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ACTIVITES D’ENSEIGNEMENT

e Responsable Universitaire de Formation a 1’Institut de Formation en Soins
Infirmiers (Croix Rouge) : depuis 2009

e Enseignement de I’Immunologie et de I’Infectiologie a I’Institut de Formation en
Soins Infirmiers (Croix Rouge) : depuis 2009

221



Il. LISTE DES PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS

I.1. PUBLICATIONS

1.

VUILLEUMIER R, BESSEAU L, BOEUF G, PIPPARELLI A, GOTHILF, Y,
GEHRING, WG, KLEIN, DC, FALCON, J. Starting the zebrafish pineal circadian
clock with a single photic transition. Endocrinology, 2006 ;147(5):2273-9.

THURET G, PIPPARELLI A. Adaptation des banques de cornées a la préparation
et a I’évaluation des greffons cornéens adaptés aux nouvelles techniques de greffe.
RéfleXions Ophtalmologiques, 2007;108(12):25-29.

ZHAO M, THURET G, PISELLI S, PIPPARELLI A, ACQUART S, PEOCH M,
DUMOLLARD JM, GAIN P. Use of poloxamers for deswelling of organ-cultured
corneas. Invest Ophthalmol Vis Sci, 2008;49(2):550-9.

HE Z, PIPPARELLI A, MANISSOLLE C, ACQUART S, GARRAUD O, GAIN P,
THURET G. Ex vivo gene electrotransfer to the endothelium of organ cultured human
corneas. Ophthalmic Res, 2010;43(1):43-55.

PIPPARELLI A, THURET G, PISELLI S, PEOC’H M, ACQUART S, GARRAUD
O, GAIN P. Cell cycle genes expression in human corneal endothelium. (Soumission
IOVS)

PIPPARELLI A, THURET G, TOUBEAU, He ZHIGUO, Simone PISELLI, Michel
PEOC’H, Sabine LEFEVRE, Marc MURAINE, Philippe GAIN Original method for
pan-corneal endothelial viability assessment. Application to precut endothelial grafts
by eye bank. (Soumission IOVS)

ZHAO M, PIPPARELLI A, PISELLI S, ACQUART S, PEOC’H M, DUMOLLARD
JIM, GAIN P, THURET G. Use of poloxamines for deswelling of organ-cultured
corneas. (En preparation)

PIPPARELLI A, THURET G, PISELLI S, PEOC'H M, ACQUART S, GARRAUD
O, GAIN P. Cyclin DI and EIl overexpression in human corneal endothelium: cell
cycle status.(En preparation)

HE Z, PIPPARELLI A, PISELLI S, DUMOLLARD JM, PEOC’H M, GAIN P,
THURET G. Immunocytochemistry of cell cycle related proteins in endothelial cells of
flat mounted human corneas. (En preparation)

10. DUBAND S, PIPPARELLI A, CAMPOLMI N, PISELLI S, DUMOLLARD JM,

PEOC’H M, ACQUART S, GARRAUD O, THURET G, GAIN P. Selection and
assessment of vital dyes to improve the quality control of the corneal endothelium of
stored corneas.

222



I1.2. COMMUNICATIONS

Congrés nationaux :

1.

VUILLEUMIER R, BESSEAU L, BEUF G, PIPPARELLI A, FALCON J. 4 single
photic transition is sufficient to start the zebrafish circadian clocks. Société Francaise
de Biologie du Développement, Obernai (France), octobre 2005 (oral)

ZHAO M, PIPPARELLI A, PISELLI S, DUMOLLARD JM, PEOC’H M,
ANSELME I, ACQUART S, CHAVARIN P, GARRAUD O, PRADES JM, THURET
G, GAIN P. Poloxamers : nouvelle famille de molécules pour la déturgescence des
cornées en organoculture. Société d’Ophtalmologie Rhone Alpes, Lyon, 9 mars 2007
(oral)

PIPPARELLI A, DUBAND S, ZHAO M, PISELLI S, MURAINE M,
DUMOLLARD JM, PEOC’H M, PRADES JM, ACQUART S, THURET G, GAIN P.
Evaluation de la viabilité endothéliale pan-cornéenne par triple marquage Hoechst,
Ethidium et Calcéine (HEC) et microscopie tridimensionnelle. Journée de la
Recherche de I’Ecole Doctorale Sciences Ingénierie Santé (ED SIS), Saint-Etienne,
avril 2007 (poster)

PIPPARELLI A*, DUBAND S, ZHAO M, PISELLI S, MURAINE M,
DUMOLLARD JM, PEOC’H M, PRADES JM, ACQUART S, THURET G, GAIN P.
Evaluation expérimentale de la viabilité endothéliale cornéenne par triple marquage
Hoechst 33342, éthidium homodimére et calcéine-AM (HEC) : améliorations
techniques par microscopie 3D. Société Francgaise d’Ophtalmologie, Paris, mai 2007
(oral)

ZHAO M, PIPPARELLI A, PISELLI S, DUMOLLARD JM, PEOC’H M,
ANSELME I, ACQUART S, CHAVARIN P, GARRAUD O, PRADES JM, THURET
G, GAIN P. Analyses histologiques et ultra structurales des cornées humaines
conservees en Corneamax et déturgées durant 48 heures dans les poloxamers. Société
Frangaise d’Ophtalmologie, Paris, mai 2007 (oral)

ZHAO M, DEB-JOARDAR N, JOUBERT J, PIPPARELLI A, BRUN G,
ACQUART S, CHAVARIN P, PEOC’H M, PRADES JM, MAUGERY J, THURET
G, GAIN P. Développement d'un dispositif de quantification de la transparence, du
plissement et du gérontoxon pour les cornées conservées en organoculture. Société
Frangaise d’Ophtalmologie, Paris, mai 2007 (oral)

CAMPOLMI N, DUBAND S, PIPPARELLI A, PISELLI S, DUMOLLARD JM,
PEOC’H M, ACQUART S, GARRAUD O, THURET G, GAIN P. Sélection et
evaluation de colorants vitaux afin d'améliorer le contrdle-qualité endothélial des

greffons cornéens conservés. Société d’Ophtalmologie Rhone Alpes, Lyon, 4 avril
2008 (oral)

PIPPARELLI A.* Viabilité endothéliale cornéenne par triple marquage HEC en
microscopie 3D. 9¢me journée Stéphanoise de cytométrie, 28 mai 2008 (oral)

223



10.

I11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

PIPPARELLI A. Viabilité endothéliale cornéenne par triple marquage HEC en
microscopie 3D. 9¢éme journée Stéphanoise de cytométrie, 28 mai 2008 (poster)

DUBAND S, CAMPOLMI N, PIPPARELLI A, PISELLI S, DUMOLLARD JM,
PEOC’H M, ACQUART S, GARRAUD O, THURET G, GAIN P. Sélection et
evaluation de colorants vitaux afin d’améliorer le controle-qualité endothélial des
greffons cornéens conservés. Société Francaise d’Ophtalmologie, Paris, mai 2008
(oral)

HE Z, PIPPARELLI A, PISELLI S, DUMOLLARD JM, PEOC’H M, GAIN P,
THURET G. Mise au point d’immunomarquages de protéines de régulation du cycle
cellulaire sur [’endothélium cornéen monté a plat. Société Frangaise d’Ophtalmologie,
Paris, mai 2008 (oral)

PIPPARELLI A, ACQUART S, PISELLI S, TOUBEAU D, MURAINE M, PEOC’H
M, MAUGERY P, THURET G, GAIN P. Viabilité endothéliale totale des greffons
endothélio-descemétique conservés et prédécoupés avant greffe postérieure. Journée
de la Recherche de 1I’Ecole Doctorale Sciences Ingénierie Santé¢ (ED SIS), Saint-
Etienne, avril 2009 (poster)

CAMPOLMI N, DUBAND S, PIPPARELLI A, PISELLI S, DUMOLLARD JM,
PEOC’H M, ACQUART S, GARRAUD O, GAVET Y, THURET G, GAIN P.
Colorants azoiques pour colorer [’endothélium durant la conservation cornéenne.
Expérimentation animale. Société Francaise d’Ophtalmologie, Paris, mai 2009 (oral)

PIPPARELLI A*, THURET G, PISELLI S, PEOC’H M, ACQUART S, GARRAUD
O, GAIN P. Cell cycle gene expression in human corneal endothelial cells : study by
microarrays and qRT-PCR. Sociét¢ Francaise d’Ophtalmologie, Paris, mai 2009
(oral)

MURAINE M, PIPPARELLI A, TOUBEAU D, THURET G, LEFEVRE S, VERA
L, GAIN P. Preparation and shipping of endothelial grafts by the eye bank:
development and validation. Société Francaise d’Ophtalmologie, Paris, mai 2009
(oral)

PIPPARELLI A, THURET G, PISELLI S, PEOC'H M, ACQUART S, GARRAUD
O, GAIN P. Cell cycle genes expression in human corneal endothelium: study by
microarray and qRT-PCR. Journée de la Recherche de I’Ecole Doctorale Sciences
Ingénierie Santé (ED SIS), Saint-Etienne, avril 2009 (poster)

HE Z, THURET G, PIPPARELLI A, PISELLI S, DUMOLLARD JM, PEOC'H M,
GAIN P. Development of immunostaining of cell cycle related proteins in flat mounted
corneal endothelium. Journée de la Recherche de I’Ecole Doctorale Sciences
Ingénierie Santé (ED SIS), Saint-Etienne, avril 2009 (poster)

PIPPARELLI A*, THURET G, HE Z, PISELLI S, MURAINE M, GAIN P. Triple
coloration Hoechst/Ethidium/Calcéine pour la détermination de la viabilité
endothéliale des greffons apres découpe lamellaire. Société d’Ophtalmologie Rhone
Alpes, Lyon, 23 avril 2009 (oral, 2¢ prix de la meilleure communication)

224



19. HE Z, PISELLI S, PIPPARELLI A, PEOC’'H M, DUMOLLARD JM, GAIN P,

THURET G. Optimisation de [’'immunohistocytochimie appliquée a [’endothélium
cornéen humain monté a plat : étude de l'influence de température de fixation. Société
Francaise d’Ophtalmologie, Paris, mai 2010 (oral)

Congrés internationaux :

1.

DEB-JOARDAR N, ZHAO M, JOUBERT J, PIPPARELLI A, BRUN G,
ACQUART S, CHAVARIN P, PEOC’H M, PRADES JM, MAUGERY J, THURET
G, GAIN P. Development of an image analysis device to measure transparency,
folding and gerontoxon of organ cultured corneas. 19th annual meeting of the
European Eye Bank Association, Bratislava, 19-20 janvier 2007 (oral)

ZHAO M, PIPPARELLI A, PISELLI S, DUMOLLARD JM, PEOC’H M,
ANSELME I, ACQUART S, CHAVARIN P, GARRAUD O, PRADES JM, THURET
G, GAIN P. Histological and ultrastructural assessment of human corneas stored in
corneamax and deswelled during 48 hours in poloxamers. 19th annual meeting of the
European Eye Bank Association, Bratislava, 19-20 janvier 2007 (oral)

THURET G, PIPPARELLI A, DUBAND S, PISELLI S, MURAINE M, PEOC’H M,
ACQUART S, ZHAO M, PRADES JM, GAIN P. Corneal graft endothelial viability
assessment using the triple labeling Hoechst/Ethidium homodimer/Calcein-AM:
technical improvements using 3D microscopy. XllIth conference of the European
association for Vision and Eye Research (EVER), Portoroz, 3-6 oct 2007 (oral)

ZHAO M, DEB-JOARDAR N, JOUBERT J, PIPPARELLI A, ACQUART S,
PEOC’H M, PRADES JM, MAUGERY J, THURET G, GAIN P. Development of an
image analysis device to measure transparency, folding and gerontoxon of organ
cultured corneas. XIllth conference of the European association for Vision and Eye
Research (EVER), Portoroz, 3-6 oct 2007 (poster)

. PIPPARELLI A*, DUBAND §, PISELLI S, MURAINE M, PEOC’H M,

ACQUART S, ZHAO M, HE Z, PRADES JM, THURET G, GAIN P. Corneal graft
endothelial viability assessment using the triple labeling Hoechst/Ethidium
homodimer/Calcein-AM: technical improvements usind 3D microscopy. 20th annual
meeting of the European Eye Bank Association, Munich, 18-19 janvier 2008 (oral)

THURET G, DUBAND S, CAMPOLMI N, PIPPARELLI A, PISELLI S,
DUMOLLARD JM, PEOC’H M, ACQUART S, GARRAUD O, GAIN P. Selection
and assessment of vital dyes to improve the quality control of the corneal endothelium
of stored corneas. XIVth conference of the European association for Vision and Eye
Research (EVER), Portoroz, 1-4 oct 2008 (oral)

HE Z, THURET G, PIPPARELLI A, PISELLI S, DUMOLLARD JM, PEOC’H M,
GAIN P. Development of immunostaining of cell cycle related proteins in flat mounted
corneal endothelium. XIVth conference of the European association for Vision and
Eye Research (EVER), Portoroz, 1-4 oct 2008 (poster, prix EVER du meilleur
poster)

225



8.

10.

11.

THURET G, PIPPARELLI A, PISELLI S, PEOC’H M, ACQUART S, GARRAUD
O, GAIN P. Cell cycle gene expression in human corneal endothelial cells : study by
microarrays and gRT-PCR. XIVth conference of the European association for Vision
and Eye Research (EVER), Portoroz, 1-4 oct 2008 (poster)

THURET G, DUBAND S CAMPOLMI N, PIPPARELLI A, PISELLI S,
DUMOLLARD JM, PEOC’H M, ACQUART S, GARRAUD O, GAIN P. Selection
and assessment of vital dyes to improve the quality control of the corneal endothelium
of stored corneas. 21th annual meeting of the European Eye Bank Association,
Amsterdam, 23-24 janvier 2009 (oral)

HE Z, GAIN P, PIPPARELLI A, PISELLI S, DUMOLLARD JM, PEOC’H M,
THURET G. Development of immunostaining of cell cycle related proteins in flat
mounted corneal endothelium. 21th annual meeting of the European Eye Bank
Association, Amsterdam, 23-24 janvier 2009 (poster, prix EEBA du meilleur
poster)

PIPPARELLI A, MURAINE M , THURET G, TOUBEAU D, LEFEVRE S,
PISELLI, S, GAIN P. Preparation and shipment of endothelial grafts by the eye bank:
development and validation. 22th annual meeting of the European Eye Bank
Association, Barcelone, 22-23 janvier 2010 (oral, ler prix de la meilleure
communication)

* présentée personnellement

226



lll. ARTICLES

II.1. ARTICLE 1 228
Ex vivo Gene Electrotransfer to the Endothelium of Organ-Cultured Human Corneas 228
11.2. ARTICLE 2 241
Use of Poloxamers for Deswelling of Organ-Cultured Corneas 241
I1.3. ARTICLE 3 252

Adaptation des banques de cornées a la préparation et a I’évaluation des greffons cornéens adaptés aux

nouvelles techniques de greffe 252
Il.4. ARTICLE 4 258
Starting the Zebrafish Pineal Circadian Clock with a Single Photic Transition 258

227



lll.1. ARTICLE 1

Ex vivo Gene Electrotransfer to the Endothelium of

Organ-Cultured Human Corneas

Zhiguo He, Aurélien Pipparelli, Chloé Manissolle, Sophie Acquart,
Olivier Garraud, Philippe Gain, Gilles Thuret

Ophthalmic Res 2010;43:43-55

228



Original Paper

0phﬁhalm1€h

Ophthalmic Res 2010;43:43-55
DOI: 10.1159/000246577

Received: July 17, 2007
Accepted after revision: June 13, 2009
Published anline: October 14, 2009

Ex vivo Gene Electrotransfer to the
Endothelium of Organ Cultured Human

Corneas

Zhiguo He? Aurélien Pipparelli* Chloé Manissolle®

Sophie Acquart®©

Olivier Garraud® Philippe Gain®® Gilles Thuret® P

aLaboratory ‘Biology, Engineering and Imaging of Corneal Grafts;, JE2521, IFR143, Faculty of Medicine,
bQOphthalmology Department, University Hospital of Saint-Etienne, and Eye Bank, Etablissement Francais du Sang

Loire Auvergne, Saint-Etienne, France

Key Words

Corneal endothelium - Corneal transplantation - Storage -
Organ culture - Gene therapy - Gene transfer technigque -
Electroporation + Human

Abstract

Aims: To describe an innovative device that allows gene
electrotransfer to human corneal endothelial cells (EC) dur-
ing storage in organ culture. Methods: Customized elec-
trodes without endothelial contact were developed. Two
plasmids containing the cytomegalovirus promoter and re-
porter genes [enhanced green flucrescent protein (eGFP) or
beta-galactosidase (B-gal)] were electroporated in 2 series
of human corneas with eight 1-Hz 100-ms pulses of 125 mA
square current. Controls were exposed to naked DNA with-
out electric pulses. eGFP-transduced corneas were used to
determine the transgene expression kinetics, whereas 3-gal
measured transfection efficiency using image analysis tools.
Overall, endothelial toxicity was determined by: (1) cytotox-
icity tests using triple staining with Hoechst 33342, ethidium
hemodimer lll, and calcein AM, 3 h and 3 and 14 days after
electroporation on the series of 15 eGFP-transfected paired
corneas; (2) anti-ZO-1 staining to assess tight junctions’ in-

tegrity. Results: All electroporated corneas carried trans-
fected ECs, whereas the controls carried none. eGFP expres-
sion was observed 3 h after electrotransfer, and was then
present frem days 1 to 28. Transfection efficiency deter-
mined con 63 corneas transfected with 2-gal ranged from 0.1
to 54% of the transfected ECs (mean * SD:7 * 11%, median:
2.9%) with significant repreducibility for paired corneas
from the same donor. Electroporation produced low early EC
death. Anti ZO-1 staining revealed no dramatic change in EC
mosaic continuity, neither 1 and 3 nor 28 days after electro-
poration. Conclusions: Gene electrotransfer to the endothe-
lium of organ-cultured human corneas with custom-de-
signed electrodes allows rapid and easy EC transfection.
However, further optimization is required to ensure repro-

ducible results. Copyright © 2009 S. Karger AG, Basel

Introduction

Corneal preservation in organ culture (OC) for sev-
eral weeks in a nutritive medium at 31-37°C facilitates
the programming of transplantation as well as quality
control and microbiological screening of graft tissue [1].
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Fig. 1. Custom designed electrodes for ex
vivo electroporation of human corneas.
a The concave cathode touched the cornea
(epithelial side), while the convex anode
did not (endothelial side). b Device with a
human cornea in place. The screw thread
allowed adjustment of the inter-electrode
gap to obtain 2 parallel surfaces 2.5 mm
apart. The electrodes were sterilizable,
thereby allowing organ culture preserva-
tion to be continued after electropora-
tion.

termine the minimum time required to synthesize the neopro-
tein. After each observation, in a sterile Petri dish under a fluo-
rescent microscope (Olympus [X81, Tokyo, Japan), the corneas
were returned to their OC preservation medium. Three other cor-
neas were observed at hours 24, 48 and 72 then days 7, 14 and 28
to determine transfection stability and the maximum duration of
expression. For some corneas (chosen at random among the 10),
at the end of the observation period the endothelium was covered
for 15 minutes with a solution of bis-benzimidazole Hoechst
33342 (Sigma) of 1 pg/ml concentration, to counterstain all nu-
clei. To determine whether the underlying stromal keratocytes
were also transfected, asmall part ofthe Descemet membrane was
gently peeled off using micro-forceps under an operating micro-
scope. The portion of denuded stroma, as well as the Descemet
membrane fragment, were again observed under the fluorescent
microscope.

Transfection with 3-Galactosidase: Measurement of

Transfection Efficiency

Sixty-three corneas transfected with the B-galactosidase gene
served to determine mean transfection efficiency. Seven negative
controls were performed. Efficiency was measured after 1 (n = 6),
3 (n=31),5(n=17) and 14 (n = 9) days. Corneas were fixed for
30 min in phosphate-buffered saline (PBS) containing 1% glutar-
aldehyde, then rinsed thrice in cold PBS containing 2 mMm of
MgCly. Corneas were then incubated for 30 min at 37°C in a solu-
tion containing 0.2% X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-inodyl-33-ga-
lactosidase, Sigma), 10 mM sodium phosphate buffer (pH = 7.0),
150 mmM NaCl, 1 mm MgCl,, 3.3 mm K, Fe(CN),3H,0 and 3.3 mm
K3Fe(CN)g, which gave a blue coloration to the transfected ECs.
After rinsing in distilled water, corneas were placed on a backlit
table and photographed at low magnification. The digital images
were analysed to determine the percentage of transfected ECs us-
ing the Scion Image analysis program for Windows (freeware
available at www.scioncorp.com). The colour images were trans-
formed into 256 shades of grey in an 8-bit greyscale bitmap and
thresholded at a constant predefined level for all corneas. The
percentage of transfected ECs corresponded to the ratio of X-Gal
blue-stained surface area to the total endothelial surface area. EC
nuclei were counterstained with Meyer’s hematoxylin, and whole

Color version available online

corneas were flat mounted using a technique previously described
[38] and observed under the microscope (x10). ECD was deter-
mined by the Sambacornea corneal endothelial analyser by man-
ually pointing to cells’ nuclei.

Epithelial and Endothelial Toxicity

Overall cell toxicity was assessed at several levels. Epithelial
changes were assessed on corneal cross-sections. Two pairs were
observed 3 days after transfection, and 2 pairs after 28 days. Cor-
neas were fixed in 10% formaldehyde, embedded in paraffin and
7 Wm cross sections were stained with hematein-eosin-safran.
The epithelial layer was observed with a x40 objective. Endothe-
lial toxicity was assessed using a live/dead assay on a series of 15
pairs of corneas. ECD was assessed using the Sambacornea anal-
yser 24 h before electroporation to verify comparability between
electroporated and control corneas. One cornea of each pair was
electroporated with e GFP using the same protocol, whereas the
mate cornea (negative control) remained untreated. Five pairs
were assessed 3 h after electroporation, 5 pairs after 3 days and 5
pairs after 14 days to evaluate acute, delayed and late toxicity, re-
spectively. All corneas were then briefly checked under the fluo-
rescent microscope for verification of eGFP expression. Corneas
were rinsed in balanced salt solution (BSS) to eliminate the se-
rum-containing OC medium, and then immediately incubated
with Hoechst 33342 (H) (Sigma) (10 wM), ethidium homodimer
III (E) (4 wM) and calcein AM (C) (2 wM) (both from Biotium,
Hayward, Calif., USA) for45 min at 31 °Cin the dark. Aftera brief
rinse in BSS, they were flat mounted using 4 radial cuts and fluo-
rescent mounting medium (DakoCytomation Glostrup, Den-
mark). Images of the 3 channels were analysed using the Cell P
image analysis software (Olympus Soft Imaging System, Berlin,
Germany) after appropriate calibration. Briefly, instant EC death
was defined as the ratio of E+ nuclei (dead cells with permeable
damaged membranes, unable to exclude the intercalating agent)
to the total of (H+ and E+) nuclei. It was measured in a region of
interest (ROI) located in the central field of all corneas, taking ac-
count of at least 1,000 nuclei. ECD was calculated as the ratio of
the total number of nuclei (H+ and E+) to the ROI area. The area
otlive cells exhibiting metabolic activity (esterase activity able to
esterify the non-fluorescent calcein AM into a bright fluorescent
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Fig. 2. Representative example of 2 cor-
neastransduced with B -galactosidase gene
showing high (a; 28.6% of cells, ECD =
2,180 cellsfrmm?) and low levels of trans-
fection (b; 0.8% of cells, ECD = 1,831 cells/
mm?). Such images were analysed to deter-
mine transfection efficiency.

substrate) was determined in the same central zone, in an ROI of
approximately 5 mm? similar for all the corneas. We used asimple
algorithm to delineate and measure the area of intense fluores-
cence after thresholding,. Viability was expressed as the ratio of
the fluorescent area to the whole of the ROIL Paired data were
compared using the Wilcoxon non-parametric test, with p < 0.05
considered as significant. Complementary to the previous tests,
apical tight junction integrity of ECs was assessed on 6 pairs of
corneas (2 after 1 day, 2 after 3 days, and 2 after 28 days) using
immunostaining ofthe occludin protein (anti-ZO-1 antibody) us-
ing a protocol described elsewhere [39]. For the 30 corneas as-
sessed with the live/dead assay, the presence of possible corneal
opacities was checked by observation of corneas placed on a back-
lit chart, before exposure to the live/dead assay reagents, using a
method previously described [40, 41].

Results

All the corneas subjected to electroporation expressed
the protein of interest, whether eGFP or 3-gal. The trans-
fected ECs were randomly and more or less homoge-
neously spread over the entire surface of the endotheli-
um, in the centre as well as in the periphery. In several
corneas, distribution tended to follow the top of the Des-
cemet folds (fig. 2a). The transduced cells were isolated or
were arranged in small groups. No expression was ob-
served in the endothelium of the negative control corneas
exposed to naked DNA only (see below).

Enhanced Green Fluorescent Protein

Expression of eGFP was detected from the third hour
after electroporation. After 24 h, the number of positive
cells dramatically increased and remained stable until
day 28 (fig. 3). As was observed with p-gal, distribution
tended to follow the top of the Descemet folds, and was

Calor version available online

mostly absent from the bottom. The location of the neo-
protein was most often in both the nucleus and cyto-
plasm. Homogeneous staining of the cytoplasm made it
possible to distinguish the morphology of the transfected
cells with their irregular lateral cytoplasmic expansions
(fig. 4). Transfection was strictly limited to the endothe-
lium with no fluorescence detectable in the stromal kera-
tocytes after ablation of the endothelium or in epithelial
cells (fig. 5).

p-gal

Expression peaked at 3 days after electrotransfer, and
was still detectable in some ECs 14 days after transfec-
tion. Efficiency ranged from 0.1 to 54% of ECs, with a
median of 2.9 and a mean of 7.1 (SD: 11.0; fig. 2). Details
of efficiency according to time are presented in table 1.
For the 7 control corneas, the thresholding method of im-
age analysis showed, as expected, 0% efficiency. Inter-
corneal efficiencyvaried greatly, but there was significant
reproducibility between the corneas from the same donor
observed after the same post-electroporation period
(Pearson’s correlation coefficient,r =0.72, p<0.001). Me-
dian overall efficiencies (expressed as median, mean *

Fig. 3. Representative example of the centre of the same cornea
observed at hours (H) 3, 24, 48 and 72 then at days (D) 7, 14, 21
and 28 after electroporation with the e GFP transgene. First posi-
tive cells appeared after 3 h. The maximal expression (intensity
and number of positive cells) was observed between H24and H72,
then expression was continuously observed until at least D28.
Fold bottoms are indicated by arrowheads. x4. Scale bar =
1 mm.
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8D, range) for the 24 paired corneas available were 2.6
(mean * SD: 5.4 * 8.4, range: 0.1-31.3%) for the right
corneas and 1.5 (mean * SD: 6.7 £ 9.8, range: 0.1-33.6)
for the left corneas (p = 0.530). At transfection, the mean
ECD of the 63 corneas was 2,043 = 571cells/mm? (range:
870-3,002, median: 1,968). Transfection efficiency
seemed to be uncorrelated with ECD (p = 0.036), donor
age (p = 0.435) or cornea preservation time prior to elec-
troporation (p = 0.095).

Fig. 4. Area of high transfection rate observed 24 h
after electroporation with e GFP. Nuclei were coun-
terstained with Hoechst 33342 (blue; a) and tight
junctions were stained for anti ZO-1 (red; b). Apical
tight junctions were intact, nuclei were unmoditied.
Although tissue fixation and immunostaining steps
attenuated the green fluorescent protein brightness
(see also fig. 6), e GFP was observable at high magni-
fication and filled the cytoplasms of several cells, re-
vealing lateral expansions (¢). Images a-c were
merged together (d). The control, without electric
pulses, is also displayed (e). x40.Scale bar=100 pum.
Colors apply to the online version.

Toxicity

Compared with the paired control corneas, the epithe-
lium of several electroporated corneas presented fewer
cell layers and several shrunk basal cells, be it after 3 or
28 days. Epithelial modifications seemed unrelated to en-
dothelial transfection efficiency. Despite these features,
no complete epithelial desquamation was observed atany
time point (fig. &).

233



Fig. 5. Restriction of transgene expression in the endothelium.
Composite image: phase contrast, eGFP, Hoechst (a, b), and only
eGFP + Hoechst (¢). a Cornea observed 3 days after electropora-
tion with the e GFP gene. Observation of an area where the endo-
thelium was peeled off using micro-forceps under an operating
microscope. Although the eGFP+ ECs were easily visible, non-
underlyingkeratocyte expressed the transgene. b The peeled Des-
cemet membrane fragment was flat mounted. It too contained
eGFP+ ECs. There are several artefactual small areas without
cells, due to tissue manipulation under the microscope. %10.¢ En
face view of epithelial layers. Epithelial cell nuclei of the different
layers were visible using a non-confocal microscope. No eGFP+
cells were detected. %10. Scale bar = 200 pm.

Occasionally, in the series of corneas electroporated
with B-gal, a few corneas presented localized major en-
dothelial damage due to accidental contact with the elec-
trode (in both the control and the electroporated groups).
EC toxicity and viability are expressed in table 2. All elec-
troporated corneas carried eGFP positive ECs. Although
comparisons did not reach the level of significance, acute
cytotoxicity involving a limited number of cells seemed
to occur after 3 h. This phenomenon was observed to per-
sist at day 3. After 2 weeks, only the consequences of the
initial cell damage were observed. At the 3 time points,
the area covered by metabolically active cells tended to be
slightly lower in electroporated corneas than in paired
control corneas. ZO-1 immunostaining did not reveal
dramatic changes within the apical tight junction system
at any time point (fig. 7). Polymor phism and polymege-
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Table 1. Efficiency of transfection according to time after gene
electrotransfer

Days after electro- Mean + SD  Min. Max. Median

poration (corneas)
1(n=6) 7.7+108 0.4 28.6 4.2
3{n=31) 11.1%+13.8 0.1 54.4 4.2
5(m=17) 2.8+4.0 0.1 134 08

14 (n=9) 0.6+1.0 0.1 2.8 0.1

Efficiency was determined using image analysis of 63 corneas
transfected with the B-gal gene, and expressed as a percent of
blue-stained surface area to total endothelial surface area.
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Fig. 6. Cross sections of corneal epitheli-
um and anterior stroma 3 and 28 days after
electroporation. Representative example
of 2 pairs of corneas. Minor modifications
of epithelial layers were observed after
electroporation. Hematein-eosin-safran.
x40. Scale bar = 100 pm.

thism sometimes appeared greater, but overall endothe-
lial integrity was preserved. No electroporated cornea
displayed any stromal opacity (data not shown).

Discussion

Our system enables efficient gene electrotransfer to
the endothelium of human corneas in OC storage. Elec-
troporation offers a gene transfection rate to corneal en-
dothelium ex vivo that is lower than for viral vectors, but
higher than for several chemical vectors. This ultra-fast
technique, unlike viral and other physicochemical meth-
ods, does not require prolonged incubation out of the
graft tissue preservation medium. The medium of incu-
bation is similar to that used for routine OC containing
2% fetal calf serum (FCS). Considering the possibility of
future clinical application, we chose to respect the stan-
dard conditions of OC, and not to increase the percentage
of FCS in particular, in contrast to other techniques
which, for human corneas, necessitate incubation in me-

dium supplemented with 10% FCS oracocktail of growth
factors [12, 15, 18, 21, 22]. These characteristics also con-
stitute advantages over other methods for laboratory re-
search work where the effects of FCS growth factors are
undesirable.

Corneal storage in OC makes it possible to maintain
the metabolic activities of ECs [1]. This explains the speed
of translation of the neoproteins, from the third hour af-
ter electrotransfer, unlike low-temperature preservation
at +4°C [42]. These transgene expression kinetics are
comparable to those obtained in animals after electro-
poration of corneal epithelial cells [43] or of stromal ker-
atocytes [43, 44]. These kinetics are also characteristic of
the CMV immediate early promoter used for our plas-
mids [43, 45]. This powerful promoter may also be par-
tially responsible for the transient expression of some
proteins of interest [46]. This phenomenon has been as-
cribed to silencing of the viral-derived promoter by meth-
vlation [47]. Blair-Parks et al. [43] have also shown in
mouse corneas that this promoter and enhancer is well
suited to short-term expression studies, but is not the

235



Fig. 7. Anti ZO-1 immunostaining of 2 pairs of corneas, 1 (a, b)
and 28 (¢, d) days after electroporation: a and ¢ were electropor-
ated, b and d were control corneas. The fixation and immuno-
staining protocol considerably attenuated eGFP fluorescence,
which explains why few transfected cells were visible at this mag-
nification (x10). Only minor changes were observed after elec-

technique of choice for long-term expression. The use of
other promoters should allow determination of the max-
imum expression time possible in the endothelium after
electroporation. Nevertheless, we observed longer ex-
pression of the eGFP protein, although both genes had
the same CMV promoter. The apparently variable ex-
pression of both transgenes may be due to the more sensi-
tive detection method (high fluorescence of eGEP vs. en-
zymatic method for 3-gal).

In any case, if short time expression of transgenes re-
stricts its clinical use to acute treatments, this apparent

Color version available online

troporation, mainly consisting of an increase in cell polymegeth-
ism and polymorphism. Folds, seen in both electroporated and
control corneas, were only consequences of storage in organ cul-
ture. An example is shown in d (arrowheads), although this is a
control cornea. Scale bar = 200 pum (for all images).

drawback should be regarded with particular interest in
the field of organ culture. Indeed, it could turn out to be
an advantage, especially if the purpose of the transfection
is to alter the proliferative capacity of EC during storage
onlyin order to provide graft with an enriched endothe-
lium without prolonged effect in the recipient eye.

The non-hexagonal appearance of the transfected cells
was dueto the homogeneousstaining of their cytoplasms,
which revealed irregular basal cell expansions previously
described for normal cells [48]. Similar features were also
described in murine corneal ECs with lentiviral transfec-
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Table 2. Cytotoxicity of e GFP gene electrotransfer

ECD before ECD after Cell death  Area of
electroporation® electroporation®  (ethidium  viable cells
(Sambacornea ana- (counting of homodimer (calcein+
lyser), cells/mm? nuclei, cells/mm? IIT), % cells), %
Hour3(n=25)
Control 2,377+ 186 2,103+349  04+05 79.1+16.0
Transfected 2,434+ 196 2,150+597 35%3.6 745%125
P 0.345 0.686 0.144 0.345
Day 3 (n=5)
Control 2,818+ 385 2,128+442  0.7*+1.2 86.5*+64
Transfected 2,795+ 202 1,831+374 2123 77.9+129
P 0.500 0.080 0.345 0.225
Day 14 (n=5)
Control 1,813 +422 1,420+237 14+14 87.0+75
Transfected 1,786+ 511 1,306 +302 0.8+09 75.0+83
P 0.686 0.345 0.686 0.080

Dataassessed using triple labelling with Hoechst 33342, ethid-
ium homodimer I1I and calcein-AM, on 15 corneas, 3 h, 3 days
and 14 days after electroporation. Negative controls were 15 un-
treated paired corneas. Results presented as means + SD.

* ECDs before and after transfection were not measured by the
same method. This likely explains an apparent overestimation of
cell loss. However, the same bias existed for all corneas.

tion methods [49]. This appearance naturally differed
from the typically hexagonal appearance of ECs when
their apical surface is observed after alizarin red staining.
Generally speaking, electroporation still causes reticence
due to fears of high toxicity, but its toxicity in the human
corneal endothelium seems acceptable with our param-
eters. Epithelial changes maybe neglected for the applica-
tions envisaged by us (endothelial gene therapy or as a
tool for studying corneal endothelial biology). The apical
junction integrity of the endothelium is preserved. The
endothelial survival rate remains acceptable. Initial cell
loss probably occurs, but with no excess mortality there-
after.

Although methods to quantify expression of a report-
er gene in the corneal endothelium vary widely in the
literature and make comparisons very difficult, our mean
transfection efficiency of 7.1% was satisfactory consider-
ing the stringent experimental conditions, with minimal
changes to the normal course of OC. Notably, we ob-
tained microscopic appearances comparable to that de-
scribed by Collins et al. [50]. Based on simple image ob-
servation, the authors reported that nearly all ECs ex-
pressed the transgene in rabbit corneas, whereas our
study obtained a maximum score of only 54.4% after im-

ageanalysis. Our quantification technique, which is fully
reproducible, precisely measured the endothelial surface
area actually transfected (blue) and thus made it possible,
given the ECD, to deduce the number of ECs actually
transfected. We chosea particularly ‘severe’ threshold be-
cause it is a well-known fact that -gal staining tends to
overlap cell borders and could have led to overestimation
of the number of transfected cells when measuring the
blue areas. Despite these reservations about quantifica-
tion methods, our system achieved transfection efficien-
cy comparable to most non-viral vectors assessed on hu-
man corneas to date [20, 51] and close to that of some
viral vectors, particularly adeno-associated viruses and
herpes [14], but without their drawbacks. The very high
levels (up to 54%) occasionally obtained in our study nev-
ertheless remain lower than those obtained in humans
using adenoviral vectors [12, 15]. The relatively low mean
rate is fully compatible with certain therapeutic applica-
tions, in particular the controlled activation of endothe-
lial mitosis intended to increase ECD transiently in an
effort to augment the graft reserve before transplantation
in the recipient. The fact that even a low transfection rate
can be of interest for some applications has been under-
lined by Dannowski et al. [52]. This type of application is
well suited to transient transgene expression because an
increase in ECD over a brief period may be sufficient.
Moreover, such a transient expression is also likely to fa-
cilitate its acceptance by the scientific and medical com-
munity with a view to clinical application.

Transfection efficiency varied greatly from cornea to
cornea, indicating that the method requires optimiza-
tion. Three factors may explain the variation: (1) EC area
(which is inversely proportional to ECD). The electrical
principles governing electroporation mean that efficien-
cy depends on cell size, the smallest cells being harder to
permeabilize [53]. In our series, use of identical current
parameters for all corneas should have caused lower ef-
ficiency in those with the smallest ECs (and highest
ECDs). We could not obtain confirmation of this, prob-
ably due to the influence of cofactors. However, the good
reproducibility for both corneas from a single donor,
which typically have comparable endothelia, shows that
the intrinsic quality of the endothelium is one of the main
factors influencing transfection efficiency. This may be
improved by adapting the electrical parameters (increase
in intensity and/or number of pulses) to the endothelium.
(2) Stromal hydration, which alters total corneal thick-
ness, is also able to affect the passage of the electric cur-
rent and to cause transfection efficiency to vary. Stromal
hydration is itself multifactorial, depending on corneal
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surface quality, preservation time, intrinsic quality of the
stromal collagen, and composition of the preservation
medium. (3) Adaptation of electric parameters to corneal
thickness merits assessment. Changes in stromal hydra-
tion during preservation ultimately cause endothelial
folds that may alter local resistance to current passage
(creating paths of least resistance, for example). Reduc-
tion of corneal thickness by incubation in hyperosmolar
deswelling medium, which is routinely performed at the
end of preservation in cornea banks, reduces the extent
of stromal folding and may help to assess this hypothe-
sis.

During this first study, we elected to use fixed param-
eters for the solution containing the plasmid (NaCl0.9%)
and for the electric current. Given the scarcity of human
corneas for scientific use (also reported by other authors
in the same field of interest [15]) and the multiple param-
eters relative to donors and storage, it was not possible to
obtain a large series of corneas with reproducible EC
characteristics. Lack of corneas prevented the use of dif-
ferent combinations of electric parameters in the first at-
tempt. Tt has been demonstrated for other tissues [53-55]
that adapting the buffer and current parameters may
considerablyincrease transfection efficiency. We arecon-
tinuing our research, having changed the composition of
the buffer containing the plasmid (osmolarity, electric
charge and ionic species) and the electric pulse train in
order to optimize gene electrotransfer.

In any case, gene electrotransfer may enable alteration
of graft tissue during preservation with at least 3 aims: (1)
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Use of Poloxamers for Deswelling of

Organ-Cultured Corneas

Min Zbao,"* Gilles Thuret,'* Simone Piselli," Aurelien Pippavelli,' Sopbie Acquari,®
Michel Peoc’h," Jean-Marc Dumollard," and Philippe Gain'>

Purpost. Dextran T500, routinely used as a deswelling supple-
ment in organ culture (OC), has been suspected of being toxic
to corneal endothelial cells (ECs). This study was conducted to
evaluate the innovative use of poloxamers compared with
dextran for deswelling OC corneas.

MerHoDs. Five poloxamers (P124, P188, P237, P338 and P407)
were dissolved respectively in a standard OC medium to reach
350 mOsmol/kg. In vitro cytotoxicity of these media was tested
by MTT assay on human corneal epithelial and endothelial cell
lines and on primary human corneal fibroblasts. Paired human
corneas stored in OC for at least 21 days were assigned for 48
hours to a poloxamer medium or to a standard deswelling
medium containing 5% dextran T500. Corneal EC density,
morphometry, visualization, mortality, stromal thickness, trans-
parency, and folding were evaluated before and after deswell-
ing. Corneas were finally cut into three parts for histologic and
ultrastructural observation.

Resurrs. Besides similar corneal transparency improvement
and thickness deswelling, poloxamers (except P124) reduced
EC loss and facilitated endothelial visualization, but improved
stromal folding less than dextran. The similar ultrastructures
observed in the two groups were epithelial shedding, normal
collagen fiber diameter and organization, uptake of deswelling
agents by ECs, vacuolization but normal organelles in ECs and
keratocytes, and endothelial surface modifications.

ConcLusions, P188, P237, P338, and P407 performed similarly
in preserving ECs, improving EC visualization, deswelling cor-
neal stroma and inducing moderate injuries to corneal ultra-
structure. They appear superior to dextran for corneal deswell-
ing in OC. (fnwvest Opbthalmol Vis 8ci. 2008;49:550 -559) DOL:
10.1167/i0vs.07-1037

rgan culture (OC) is the most commeon corneal storage

method in Europe, used for more than two-thirds of
donor corneas.*? The extended storage time of 4 to 5 weeks
facilitates graft quality and safety controls in eye banks and
operation scheduling. However, all OC media have the draw-
back of triggering rapid stromal swelling, resulting in doubled
corneal thickness, reduced corneal transparency, and in-
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creased stromal and Descemet’s membrane folding.># To facil-
itate suturing and accelerate postoperative visual recovery, the
cornea must be thinned before surgery by immersion in the
same OC medium supplemented with a water-soluble macro-
molecule that produces colloid osmotic pressure to extract
excess water accumulated in the stroma.

Dextrans are polyglucose biopeolymers of 1000 to 2000 kDa
that have a high affinity for water because of their abundant
hydrophilic hydroxyl groups. Technical (T) dextrans are high-
purity dextran fractions with selected average molecular
weights., Dextran T250 and T500 (500 kDa) were first intro-
duced by Sperling® in 1979, and T500 is to date the only
macromolecule routinely used for corneal deswelling. Initially
thought usable throughout corneal storage,® dextran was in
practice rapidly restricted to the final 48 to 72 hours of storage.
However, the initially described®~® innocuous effect of dex-
tran-containing media on corneal endothelial cells (ECs) has
been questioned. An average of 8.4% EC loss was reported after
1 to 4 days of deswelling in an OC medium supplemented with
5% dextran T500.> We have reported a 15% cell loss after 2
days of deswelling in commercial media containing 5% dextran
T500,% a result consistent with that of Rieger et al.® in similar
conditions using a home-made medium containing 5% dextran
T500.° Daily EC loss in dextran-containing media consequently
appears much higher than average daily EC loss of 0.9% in
dextranfree media used in the first phase of OG.*

Two other macromolecules have more recently been eval-
uated for corneal deswelling to replace dextran in OC. Hy-
droxyethyl starch (HES) 130 and 450, vegetable-crigin polysac-
charides initially used for plasma expansion, have been
assessed ex vivo in pig and human corneas.’®™*? HES130 has
been assessed as a supplement throughout OC. It restricts
water accumulation during long-term storage, making pregraft
deswelling unnecessary. Its effect on ECs, however, has not
been directly compared with dextran. No clinical application
has yet been reported. The second macromolecule assessed
belongs to the poloxamer family. Poloxamers are synthetic
nonionic triblock copolymers comprising a central hydropho-
bic polyoxypropylene molecule flanked on each side by a
hydrophilic chain of polyoxyethylene. They were introduced
in the 1950s by BASF (Ludwigshafen, Germany). Their molec-
ular weights range from 2,000 to 18,000. The physicochemical
characteristics of different poloxamers depend on the propor-
tion and the size of both subunits, as well as on their concen-
tration in the solution. In the pharmaceutical field, poloxam-
ers, per se, have therapeutic properties used to treat vaso-
occlusive crisis of sickle cell disease,'? but they are mostly used
simply as drug excipients. In ophthalmology, poloxamers have
been proposed for inclusion in the formulation of certain eye
drops to improve their pharmacokinetic properties.!*-1% They
are also used as an antiadhesive agent against bacteria in con-
tact lens-cleaning solutions.” Poloxamer hydrogel has been
assessed as a welltolerated injectable intraocular lens in the
rabbit.'® Findings in our study of an animal compoundfree
(ACF) medium combined with poloxamer 188 for corneal
deswelling suggest that it is superior to the standard fetal calf
serum (FCS) medium containing dextran T500 in preserving
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EC viability during deswelling.® A clinical trial comparing these
media is ongoing. Nevertheless, the aforementioned study was
not designed solely to assess the effect of poloxamer indepen-
dently of ACF.

Consequently, the purpose of the present study was to
assess the innovative use of five poloxamers for human corneal
deswelling in OC by comparison with dextran T500, with a
standard OC medium containing 2% FCS. Compared with dex-
tran, four of the five poloxamers assessed were found superior
in reducing EC loss and had similar efficacy in corneal deswell-
ing and a comparable effect on corneal ultrastructure.

MATERIALS AND METHODS

Poloxamers and OC Media

Five pharmaceutical-grade poloxamers were obtained from BASF: P124
(Pluronic F87, molecular weight [MW] 2200), P188 (Lutrol F68, MW
8400), P237 (Pluronic F87, MW 7959), P338 (Pluronic F108, MW
14,600y, and P407 (Lutrol F127, MW 12,600). CorneaMax (Furobio, Les
Ulys, France) is a commercial OC medium based on HEPES-buffered
Iscove's modified Dulbecco’s medium containing sodium bicarbonate,
2% FCS, amino acids, penicillin-streptomycin, and phenol red. Tts mean
pH is 7.25 (range, 7.0-7.5), and its osmolality is 320 mOsmal/kg
(range, 300 -340). CorneaJet (Eurobio) is a commercial deswelling
medium with the same compesition as CorneaMax but supplemented
with 5% dextran T500. These media are widely and routinely used in
France and Europe.

In Vitro Experiments

Establishment of Concentration/Osmolality Curves.
For each poloxamer, two series of 10%, 5%, 2.5%, and 1.25% (wt/vol)
dilutions in CorneaMax were performed: one nonfiltered and the other
after sterilizing filtration through a 0.22-um filter (Millipore, Bedford,
MA) to assess a possible phenomenon of adsorption in the filter
membrane. The osmolalities of these solutions were measured in
duplicate (Advanced Model 2020 Osmometer; Radiometer, Copenha-
gen, Denmark). To investigate the stability of sclutions in different
storage conditions, each solution underwent four series of measure-
ments; immediately after preparation at room temperature, after 1
week of storage at +31°C, and after 1 month of storage at +4°C and
at —20°C. A target osmolality of 350 mOsmol/kg was decided—that is,
10% below the highest osmolality that ECs are known to resist.'” The
curves allowed us to determine the experimental concentration used
for each poloxamer in this study.

In Vitro Cywtoxicity Assays on Three Corneal Cell
Types. The human corneal endothelial cell line obtained after trans-
fection with simian virus 40 was a kind gift of Katrin Engelmann and
Jiirgen Bednarz of the University of Hamburg (Germany).*® The cells
were grown at +37°C in a humidified atmosphere of air and 5% CO,
in a medium F99?' consisting of M199/F12 ¢1:1) (Sigma-Aldrich, St-
Quentin Fallavier, France), 10% FCS (Burobio), 2 mg/mlL ghitamine
(EBurobio), 3 mg/mL chondroitin sulfate (Sigma-Aldrich), 20 pg/mL
ascorbic acid (Sigma-Aldrich), 20 pg/mL insulin (Sigma-Aldrich), and
0.5% penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich). The human corneal epi-
thelial cell line transformed with simian virus 40 (ATCC/CRL11135)
vwas cultured in Dulbecco’s modified Eagle's medinm /F12 (1:1) (Sigma-
Aldrich) supplemented with 5% FCS, 5 pg/mL insulin, 0.1 ug/mL
cholera toxin (Sigma-Aldrich), 0.5% penicillin-streptomycin, 2.5 pg/mL
amphotericin B (Sigma-Aldrich), 5 ng/mL epithelium growth factor
(Sigma-Aldrich), and 0.5% dimethyl sulfoxide. Primary human corneal
fibroblast cultures were established from donor corneas obtained from
the local eye bank. Briefly, an 8-mm diameter corneal button was
punched out, and the Descemet’s membrane with attached endothe-
livm was stripped off. The epithelivm was also fully removed by
alcohol treatment and scraping. The naked residual stroma was then
cut into small pieces and treated with 0.2% collagenase B (Roche
Diagnostics, Meylan, France) for 3 hours at +37°C. After centrifuga-
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tion, the pellet of keratocytes was resuspended in F99 previously
described and further subcultured.

The 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide
(MTT) assay was used to test the cytotoxicity on the aforementioned
cell culture types of five poloxamer solutions of 350 mOsmol/kg,
CorneaMax and CorneaJet. Controls consisted of each type of cells
cultured in their basal medium. Cells were plated at 1 X 107 cells/100
uLswell in 96-well tissue culture plates (BD-Falcon, Bedford, MA). After
incubation at +37°C overnight, the culture media were replaced by
the test salutions (100 pL). Cells were then incubated for 24, 48, and
72 hours. After the exposure period, 10 L MTT reagent (MTT Kit;
Roche) were added to each well and incubated at 37°C for 4 hours.
Formazan was solubilized by adding 100 uL of solubilization solution
and incubated overnight at +37°C. The optical densities were mea-
sured at 570 nm with a spectrophotometer (Thermo Labsystems,
Helsinki, Finland). The result was described as percent viability ex-
pressed as optical density in the presence of test solution as a percent-
age of that in the control. Experiments were performed in triplicate
and on three wells for each measurement.

Ex Vivo Comparative Experiments on Human
Corneas: Dextran T500 versus Poloxamers

Organ Culture, The use of human corneas adhered to the tenets
of the Declaration of Helsinki. Twenty pairs of human scientific cor-
neas were obtained either from the Saint-Etienne Eye Bank (corneas
unsuitable for transplantation for reasons other than endothelial defi-
ciency) or procured from the anatomy laboratory of the Saint-Ftienne
Faculty of Medicine (cadavers donated to science). Donors were 11
women and 9 men aged 74 = 13 years (range, 48-91), postmortem
time of 22 *+ 16 hours (range, 4 - 66) and storage time of 23 = 3 days
(range, 21-32). A Kruskal-Wallis test showed that the characteristics of
the five groups did not differ (data not shown).

All corneas were stored in CorneaMax for at least 21 days (average
storage time in France) at +31°Cin a dry incubator, as per the storage
procedure routinely used by eye banks. At the end of OC, endothelial
quality was assessed (see below). Only paits of corneas with an end-
of-storage endothelial cell density (BCD) of more than 2000 cells/mm?
were included in the present study. These were then randomly trans
ferred either to Cornealet or to the poloxamer medium
(CorneaMax+ poloxamer) for 48 hours of deswelling. This deswelling
time was chosen because it is the one most frequently reported by
European eye banks.»? P124 was highly toxic to all three cell types in
vitro (see results) and so was not assessed on human corneas. Endo-
thelial quality, corneal central thickness (CCT), stromal transparency,
and Descemet’'s membrane folding in the two groups were compared
before and after deswelling. Histology and ultrastructure were ob-
served after deswelling.

Five additional pairs of corneas were stored in similar conditions
and the endothelium assessed in the same way. They were then
returned to a new bottle of CorneaMax (i.e., without dextran or
poloxamer) for 48 hours, and the endothelium was again assessed.
This group served as a control without deswelling. It simultanecusly
assessed the impact on ECD of handling and of using two cell
visualization methods. These corneas were retrieved from two
women and three men aged 79 = 8 years (range, 67-87), postmaor-
tem time of 11 * 8 hours (range, 5-24), and storage time of 21 =
2 days (range, 20 -24).

EC Mortality, Visibility, ECD and Morphometry. The
endothelium was assessed by a standard technique used in eye
banks.>* After a brief rinse in balanced salt sohution (Alcon, Rueil
Malmaison, France), the endothelial side was covered with 0.4% trypan
blie solution (Sigma-Aldrich) during 1 mimite to assess instantanecus
cell death. After rinsing with 0.9% NaCl (Sigma-Aldrich) to eliminate
the dye, the endothelium was covered with saline during 4 minutes to
render the intercellular spaces visible. The endothelium was then
observed using a direct light microscope (Leica; DMLB, Wetzlard,
Germany) equipped with a >10 long-working-distance objective and a
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CCD camera (5C 75 CE mono CCDy; Sony, Tokyo, Japan). Eight non-
overlapping fields (1245 x 950 pm) were captured randomty within
the &smm central comea. Irrespective of apparent ECD, the best three
images in terms of overall image quality were chosen. EC visualization,
a critical parameter in endothelial quality assessment, was graded using
a three-level score (good, average, or poor) described elsewhere™ and
took account of cell borders, background noise, and the surface area of
visible ECs. As ECs are rarely visible in saline after deswelling in
dcxtranf we stained the cell membranes of comeas in both groups
with 4% alizarin red®® (Sigma-Aldrich) to analyze the postdeswelling EC
parameters. ECD and morphometry (coefficient of variation [CV] of
cell area and hexagonal cell percentage) were determined with an
endothelial analyzer (Sambacornea; Sambatechnologies, Meylan,
France)®-% on at least 300 cells.

CCT, Transparency, and Folding. These three parameters
were assessed at the same time point as endothelial evaluation. CCT
(mean of 10 measurements) was measured with an ultrasonic
pachymeter (AL-2000; Tomey, Tokyo, Japan). Comneal transparency
and folding were evaluated according to a protocol described else-
where.* Eriefly, the paired comeas were photographed side by side on
a backlit chart formed by eight black lines. Three masked observers
scored the two parameters according to a twolevel system (transpar-
ency, good or mediocre; folding, minimal, or high).

5.00 10.00

concentration (% wiv)

Fisure 1. Concentration/osmaolality
curves of the five poloxamers after ex-
temporaneous preparation at room
temperature and three storage condi-
tions: +31°C during 1 week, and
+4°C and —20°C during 1 month.
Dots are the mean of the four mea-
surements. All standard deviations
(not represented) were below 10
mOsmol/kg. RT, room temperature.

Histology and Electron Microscopy. After the final endo-
thelial and stromal assessment Clasting < 13 minutes), the corneas were
cut into three parts for examination by histology, trinsmission electron
microscopy (TEM), and scanning electron microscopy (SEM). The OC
comeas served as the control before deswelling.

Histology. Specimens were fixed in 10% formalin in PBS, dehy-
drated in increasing concentrations of ethanol, cleared with a methyl-
cyclohexane solution, infiltrated with paraffin, and embedded in a
paraffin block for sectioning. Semithin crosssections were then cut
and stained with hematein-eosin-safran according to routine protocol.
Photographs were taken with an inverted fluorescence microscope
(I¥&1; Olympus, Tolkyo, Japan). For each specimen, epithelial thicle
ness measurement (30 measurements) and keratocyte enumeration per
500-p.m length of fullthickness crosssection were conducted on three
images (x40 objective, Cell® imaging software; Olympus).

Transmission Electron Microscopy. Specimens were fixed in
1% glutaraldehyde/0.5% paraformaldehyde in 0.1 M mono Na/diK
buffer (pH 7.4), postfixed in 1% osmium tetroxide in 0.1 M cacodylate
huffer for 1 hour, dehydrated in a graded series of ethanol and embed-
ded in Epon resin. Ultrathin (90 nm) sections were cut and stained
with wranyl acetate and lead citrate. Photographs of endothelium,
keratocyte, and posterior collagen fibers were taken with a transimis-
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sion electron microscope (model H-800; Hitachi, Tokyo, Japan)
equipped with a CCD camera (XR40; AMT, Danvers, MA). In addition
to morphologic observations, quantitative analyses of endothelial
thickness (10 measurements), density, and diameter of posterior col-
lagen fibers (at least 50 fibers taken into account), and interfibrillar
distance (60 measurements) were conducted with the imaging soft-
ware (Cell”; Otympus).

Scanning Electron Microscofry. Specimens were fixed in 2%
glutaraldehyde in a 0.1 M cacodylate buffer, dehydrated in acetate, and
critical-point dried with carbon dioxide used as the transitional fluid.
The preparations were then adhered to carbon stubs with the endo-
thelial side uppermost and coated with a thin layer of palladium in a
sputter coater (model 5C 7620; Polaron, Watford, UK) before being
examined and photographed with an scanning electron microscope
(model 53000N; Hitachi) operating at 5 kV. Digital images were ana-
Iyzed by three masked observers who graded the number of microvilli,
cilia, intercellular interdigitations, and damaged cells according to a
twolevel score (lowhigh).

Statistical Analysis

Unless otherwise indicated, data are expressed as the mean * SD. The
quantitative variables were compared by a paired Student’s i-test in the
case of normal distribution and otherwise by a Wilcoxon nonparamet-
ric test. The quality scores were compared by the 3° or the Fisher exact
test in 2 < 2 grids. Considering the small number of pairs (five) for
cach poloxamer and that all poloxamers except for P124 tended to
behave similarly, only statistics for the global poloxamer family were
generated. To clarify the results, details are also given for each polox-
amer independently, without statistics. Commercial software (SPS5
ver. 11.3; for Windows; SPSS Inc, Chicago, IL) was used, and 2 < 0.05
was deemed significant.

REsuLTs

Concentration—-Osmolality Curves

Osmolality increased with the concentration of poloxamer in
the solution. The first part of each curve was almaost linear (Fig.
1). Filtration did not influence osmolality, and there was no
significant difference between the freshly prepared mixture
and that in different storage conditions. The concentration of
each poloxamer was accordingly determined as 350 mOsmol/
kg P124 at 3%; P188, P237, and P407 at 3.5%; and P338 at 4%.

In Vitro Cell Toxicity Assays

P124 was highly toxic to the three cell types, with viability
decreasing to &% after only 24 hours of exposure. No toxicity
was observed with CorneaMax. No toxicity was observed with
the four other poloxamers, whatever the cell type and incuba-
tion time. Keratocyte viability decreased to 70% after 48 hours
of exposure in CorneafJet, whereas no toxicity was ohserved in
endothelial or epithelial cell lines (Fig. 2).

Ex Vivo Comparative Experiments on Human
Corneas: Dextran T500 versus Poloxamers

Corneal Endotheliom. Fndotbelial Cell Density. A signif-
icant difference of 109 cells/mm?® (95% confidence interval
[CI,s] 49 -170) in favor of the poloxamer group was observed
after deswelling, though there was accidentally a slightly
higher count of 62 cells (CI,; 22-102) in the dextran group
before deswelling, Poloxamers induced significantly less EC
loss than dextran (9.7 = 3.4 vs. 16,1 = 3.2, P < 0.001; Table
1). Ninety percent (18/20) of corneas in the poloxamer group
retained an ECD higher than the delivery threshold of 2000
cells/mm?®, against 70% (14/20) of those in the dextran group
(P = 0.235). All four poloxamers tended to behave identically.
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FIGURE 2. An in vitro viability test (MTT assay) lasting 3 days. Results
are expressed as a percentage of the control, consisting of cells cul-
tured in their respective recommended i vitro media. (A) Corneal
endothelial cell line; (B) wild-type keratocytes; (C) corneal epithelial
cell line. The data are expressed as the mean result of experiments
performed in triplicate. Error bars are the SD (those not depicted are
too small to be shown). CMax, ComeaMax; CJet, CorneajJet.

Morphametry. Before deswelling, cell-area CV and hexag-
onal cell percentage were comparable between the two
groups. After deswelling, the CV was significantly lower in the
poloxamer group, whereas the hexagonal cell percentage was
slightly higher in the dextran group (Table 1).
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FiGure 3. Stromal transparency and 3]
Descemet’'s membrane folding of the =
same paired corneas before and after $=
deswelling: example of dextran T500 =]
versus P338. Transparency and fold- I
ing were comparable before deswell- o
ing (o). After deswelling, transpar- 8
ency improved and was comparable E
between the two cormeas. However, @
folding improved more markedly in —
dextran than in the P338 medium 5‘
(Potzopr). P183, P237, and P407 be- (9

haved in the same way.

EC Mortaiity. Instantanecus cell death was comparable
between the two groups before and after deswelling (Table 1).
Endothelinl Visibility. Before deswelling, cell visibility
was comparable between the two groups. After deswelling, it
was markedly better in the poloxamer group (Table 1). Nota-
bly, the endothelium was invisible in 65% (13,/20) of corneas in
the dextran group, whereas it was always visible with the
poloxamers (20/20). Of the seven visible endothelia in the
dextran group, five were graded as poor, one as average, and
one as good.
Corneal Stroma. Central Corneai Thickness. Before de-
swelling, CCT was comparable between the two groups. After
deswelling, corneas in poloxamer were significantly thicker

than in dextran, but the difference was only 61 pm (CIc
26-96). All poloxamers tended to behave similardy except for
P407, which appeared less efficient (Table 1).

Transparency and Folding. Before deswelling, transpar-
ency and folding were comparable between the two groups.
After deswelling, transparency improved and remained com-
parable in the two groups (Table 1), Folding improved more
markedly in the dextran group (Fig. 3).

Histology and Electron Microscopy

Of the 20 pairs of comeas, 14 were processed for histology
and electron microscopy (four each for P188 and P237,

TasLe 2. Histologic and Ultrastructural Examination of Comeas Deswollen in Dextran

versus Poloxamers

Dextran Poloxamers
Technique/Parameter @ = 14) (=14 P

Histology

Epithelial thickness (pam)* 20+8 BE0 0.328

Number of keratocytes (71/500 pum) 126 = 16 129 + 15 0.220
TEM

EC thickness (pm) 3.20F 1.15 361+ L44 0314

Density of collagen fibers (7/psm”) 425 + 86 368 = 119 0.099

Diameter of collagen fibers (o) 287 + 2.6 297 £ 40 0.345

Interfibrillar distance (nm) 344+ 4.4 390 £ &2 0.075
SEM

Microvilli (L/HD () 11/3 12/2 1

Cilia (L/H) (7) 77 9/5 0.445

Intercellular interdigitations (L/H) (/) 77 10/4 0.246

Damaged cells (L/H) (1) 12/2 1440 0.481

Quantitative data are expressed as the mean * §D. Qualitative data are expressed as the number. TEM,
transmission electron microscopy; SEM, scanning electron microscopy; EC, endothelial cell; L/H, low/

high.

*# = 12 in dextran and poloxamer groups for epithelial thickness analysis.
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Dextran

Before deswelling

three each for P338 and P407). Controls consisted of 3 OC
corneas without deswelling. Considering the small number
for each poloxamer, details are given only for the 14 pairs
together (Table 2).

Histology. Epithelium. One pair in P338 and one in P407
lost their epithelia during cross-sectioning. Consequently 12
pairs of comeas were available. Epithelial shedding was ob-
served in both groups. The central epithelium contained oneto
four layers (Fig. 4). There was no difference in epithelial
thickness between the two groups (Table 2). The mean thick-
ness of the epithelia of the control comneas was 20 = 3 pm.

Stroma. Collagen fiber organization was of similar appear-
ance in both groups. Keratocytes were long, slender, tapering
profiles (Fig. 4). There was no difference in the number of
keratocytes per 500-pm length of cross section between the
two groups (Table 2). The number of keratocytes in control
cormeas was 131 + 16,

Transmission Electron Microscopy. Endotheliunz. The
EC before deswelling measured 5.28 + 1.53 pm. After de
swelling, EC thickness decreased and was similar in both
groups (Table 2). Many cytoplasmic vacuoles were present
in the ECs, some of which contained dense materials that
were not observed before deswelling. The nuclei, organelles
and intercellular junctions appeared intact. Very few of the
ECs showed severe injuries, such as lysed organelles and
damaged cytoplasm membrane (Fig. 5).

Posterfor Collagen. The posterior collagen fibers in both
groups appeared to have uniform diameter and normal organi-
zation after deswelling (Fig. 4). The diameter and density of
collagen fibers were comparable in the two groups (Table 2).
Collagen fiber density correlated with interfibrillar distance
(r = 0.956, P < 0.001).

Keratocyte. Keratocyte profiles in the posterior stroma
were broad in shape and showed icregular and indented nuclei
surrounded by many organelles. Before and after deswelling, a

IQVS, February 2008, Vol. 49, No. 2

Poloxamer

Ficure 4. Light micrographs (he-
matem-cosin-safran staining) of cor-
neal crosssections (A, D, G) and
transmission electron images (B, C,
E, F, H, Id of corneal posterior
stroma and keratocytes. The corneal
epithelium showed one to four cell
layers before (A) and after deswelling
in dextran (D) and poloxamer (G).
Stromal thickness reduced after de-
swelling. The posterior collagen fi-
bers had uniform diameter and nor-
mal organization before (B) and after
deswelling (E, H). The keratocytes
contained normal organelles and nu-
merous vacuoles before (C) and after
deswelling (F, I). Original magnifica-
tions: <A, D, G x10; (B, E, H)
%40,000; (C, F, I) »x10,000.

large number of vacuoles were present in the keratocytes. No
dense material was observed after deswelling (Fig. 4).

Scanning Electron Microscopy. We observed a polvgo-
nal pattern of BEC mosaic after deswelling in the two experi-
mental groups and the controls without deswelling. The cell
surface was flat after deswelling and flanked with elongated
microvilli and cilia. Sometimes, two or three cilia were present
on one EC surface, irrespective of the macromolecule used.
The intercellular interdigitations were elaborate in all groups
before deswelling Lysed cells seemed more frequent in the
dextran group than in the poloxamer group (not significant)
(Table 2, Fig. 5).

Control Group for Endothelial Assessment
without Deswelling

A mean difference in ECD of 6.4% = 0.9% was observed
between the two cell counts (from 2216 + 343 to 1983 + 338,
P = 0.005). CV increased from 24.0% to 27.7% (P = 0.017),
while hexagonal cell percentage decreased from 51.5% to
44.3% (P = 0.028).

DIsCUSSION

Poloxamers with a safety profile are widely used for pharma-
ceutical and medical applications, and their biccompatibility
has been proven.'®2%:# Despite various ophthalmic applica-
tions,'*~'%# they have never been used for eye banking ex-
cept for P188 in two ex vivo studies: first in OC < and then in
hypothermic storage.’” In the present study, we investigated
the efficacy and tolerance of five poloxamers for deswelling
human corneas during 48 hours after prolonged storage in an
OC medium containing 2% FCS that is widely used throughout
Europe. The inclusion of paired human comeas of quality
comparable to those actually grafted allowed a strict compar-
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Before deswelling

Figure 5. Scamming (A, B, E F, 1, I
and transmission (C, D, G, H, K, L)
electron micrographs of corneal en-
dothelium. (A, B) The endothelial
surface before deswelling was undu-
lating and showed a polygonal pat
tern of ECs. Prominent microwilli,
cilia, and interdigitated apical flaps of
cell borders were seen. {C, D) The
ECs contained mumerous vacuoles
and swollen mitochondria. (E, F, I, I
After deswelling in dextran and
poloxamer, the endothelial surface
became flat, and the ECs maintained
their polygonal pattern. The appear-
ance of microvilli, cilia, and intercel-
lular interdigitations was similar to
that before deswelling. (G, H, K, L)
Some vacuoles in ECs contained
dense materials that were not ob-
served before deswelling. Original
magnifications: (A, E, D x800; (B, F,
I %3500, (C, G, K) ¥10,000; (D, H,
L) 30,000, Asvows: primary cilia.

ison of these macromolecules with the reference molecule,
dextran T500.

Apart from P124, which proved toxic, we identified an
effect that was common to the remaining four poloxamers.
They exert sufficient osmotic colloid pressure to deswell cor-
neas significantly and increase cormneal transparency while bet-
ter preserving the ECs, nearly halving cell loss compared with
dextran. Further, our study again confirms the toxicity of 48
hours of deswelling in 5% dextran T500%%! on corneal ECs
after prolonged OC storage. There seemed to be minor differ-
ences among the poloxamers in their ability to reverse stromal
edema. P188 and P338 appeared to promote the deswelling
more efficiently. The water-retention capability of poloxamers
depends on the length of hydrophilic polyoxyethylene chains
as well as on the polyoxyvethvlene-polyoxypropylene propor
tion, described as the hydrophiliclipophilic balance. P188 and
338 have a higher hydrophilic-lipophilic balance, which may
explain their apparently greater efficacy in corneal deswelling.

Poloxamers have another advantage over dextran: they al-
low better EC visualization with 0.9% NaCl incubation. Endo-
thelial visualization is essential for corneal EC assessment dur-
ing OC,* and it is well known that endothelial visualization
after incubation with NaCl is not possible for cornea in dex-
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tran-containing medium, probably because of its high viscosi-
ty.4 Eye banks that now assess corneas during or after deswell-
ing in dextran have to use hypotonic solution to obtain
satisfactory endothelial delineation. Endothelial visibility after
deswelling in poloxamer is therefore an advance in graft qual-
ity control, allowing a final endothelial evaluation at that point
to measure more accurately the actual ECD provided to the
recipient.

Reduction of folding, a parameter rarely assessed to date,
probably because of the lack of a measurement method,
seemed disappointing with the poloxamers. One explanation
is that poloxamers are surfactants that cause the medium to
spread in a thin layer over the endothelial surface and thus
highlight the folds, whereas the viscous dextran medium cow
ers the folds, rendering the surface smooth and the folding
artificially less visible. Nevertheless, this does not seem to
affect graft quality, given the improved transparency and re-
duced comeal thickness after deswelling.

The morphologic study showed similar structural behavior
in the two groups. Uptake of macromolecules by ECs, vacuol-
ization in ECs and keratocytes, and shedding of epithelial cells
observed in the poloxamer group have previously been de-
scribed in corneas deswaollen in dextran and do not appear
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prohibitive for graft quality.>?? Because the accumulation of
deswelling agents in the cornea is time dependent®”>" and
dynamic from surface to stroma,”! the 48-hour deswelling time
used in our study prevents their further accumulation in the
cornea, thus substantially limiting their toxicity. The collagen
fiber density obtained in our study was lower than that re-
ported by Muller et al.*® In this study, we examined only the
posterior stroma of corneas deswollen for 48 hours after pro-
longed OC, whereas Muller et al. evaluated the whole stroma
of corneas preserved for at least 7 days in a dextran-containing
medium without previous storage in dextran-free medium.
Because corneal swelling and deswelling occur mainly in the
posterior stroma,>?>4 the different swelling state of the stroma
in the two studies may explain our differing results. Elongated
primary cilia and numerous microvilli were observed on hu-
man corneal endothelium after QC storage,” compared with
the few microvilli and very occasional cilia reported in fresh
corneas.>*>” Further, we found prominent surface structures
after deswelling. Primary cilium is probably a ubiquitous com-
ponent of every EC.*® Its appearance and retraction seem to be
dynamic and are perhaps associated with transendothelial fluid
flow or with chemical or osmotic regulation of ECs.* The
presence of numerous microvilli has been attributed to
stress.>2~ %1 Our finding therefore probably reflects the active
metabolic state of corneal ECs in deswelling media. The elab-
orate intercellular interdigitations observed during OC were
illustrated by Doughman et al.** in their early electron micro-
scopic study of human corneas stored in OC. The same image
was also shown in human cornea after exposure to a nontoxic
indecyanine green dye®? and in rabbit cornea after incubation
in phosphate-buffered solution.” The authors did not explain
this cell-border modification. Possible hypotheses are active
metabolic pump function® or environmental stress.

For the first time, we reveal that there may be a large
difference in ECD between a count using NaCl combined
with trypan blue and one using alizarin red 48 hours later.
The possible link between EC loss and endothelial counting
in OC has been investigated only by Sperling,*® who sug-
gested that trypan blue and 0.45% and 0.9% NaCl were
atraumatic. However, in his study a smaller number of ECs
were counted, with a manual method. Van Dooren et al.%
showed that exposure of corneal endothelium to 0.1%
trypan blue for less than 30 minutes was not harmful to the
ECs. Although our experiment used a higher concentration
of dye, the endothelium was exposed for only 1 minute,
which seems unlikely in itself to induce 6.4% EC loss. The
cell loss observed may be related to different endothelial
visualization induced by NaCl or alizarin red during EC
counting and/or to actual toxicity of corneal handling, ex-
posure to NaCl and trypan blue, oxidative stress, and several
minutes of microscope lighting. Further studies are re-
quired. Whatever the explanation, this finding implies that
actual cell loss induced exclusively by poloxamers or dex-
tran should be lower than that observed.

In conclusion, during OC at +31°C in medium containing
2% FCS, P188, P237, P338, and P407 at 350 mOsmol/kg ap-
peared superior to 5% dextran T500 for human corneal de-
swelling in the last 48 hours before grafting, in their ability to
preserve the ECs and improve EC visibility after deswelling.
These poloxamers were equally effective in deswelling the
cornea and increasing stromal transparency. The poloxamers
induced moderate morphologic injuries similar to those ob-
served in the dextran group. Of our four candidates, P188 and
P338 are likely to be more efficient for corneal deswelling, Our
study, combining in vitro and ex vivo experiments on human
corneas, provides a reasonable level of confidence to allow
advancement to a clinical trial.
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Dossier

S NOUVELLES TECHNIQUI

S DE GREFFE DE CORNEL

Adaptation des banques de cornées ala
préparation et a I'évaluation des greffons cornéens
adaptés aux nouvelles techniques de greffe

quotidien un travail exemplaire de conservation, d’éva-

luation et de cession des greffons cornéens partout sur
le territoire. Le développement des greffes lamellaires nécessite
des aménagements au fur et & mesure de I'apparition des
techniques chirurgicales. Les banques de cornées vont progres-
sivement faire évoluer leurs pratiques pour fournir les greffons
les plus adaptés a chaque indication.

Les 20 banques de cornées frangaises réalisent au

ee0e
Introduction

Le renouveau, depuis quelques années, dans les techniques
de greffes cornéennes lamellaires antérieures et I'apparition,
plus recente encore, des greffes lamellaires posterieures, dite
greffes endothéliales vont modifier le fonctionnement des
banques de cornées frangaises, comme elles ont commencé
a le faire dans quelgques centres pionniers. Rappelons que
d'ors et déja, la validation de tous les greffons est drastique
et comprend un versant « sécurité microbiologique », sur lequel
nous ne reviendrons pas dans cet article puisque les nouvelles
techniques de greffe n'ont pas d'incidence sur cet aspect, et
un versant «évaluation de la qualité du tissu» que nous
developpons ici. Les greffes lamellaires vont modifier dans un
futur proche principalement deux aspects dans la pratique de
toutes les banques de cornées. Dans un premier temps elles
devront mettre en place des méthodes d'évaluation et de
sélection des greffons en fonction du type de découpe
envisagée. Dans un second temps, les bangues pourraient
fournir des cornées prédécoupées.

LR R
Evaluation de la qualité des greffons

La greffe de cornée présente une opportunité pratiqguement
unigue dans le monde de la transplantation. Du fait de sa
transparence et de sa structure tissulaire relativement simple,
elle présente en effet un nombre important de paramétres

GILLES THURET ET AURELIEN PIPPARELLI

Service d'ophtalmolagie et Equipe d'Accueil «Biolagie,
Imagerie et ingénierie de la Greffe de Cornées BIIGC

CHU de Saint-Etienne

directement mesurables avant et aprés greffe. Ceux-ci
permettent d'évaluer précisément la qualité du greffon. Ces
paramétres conditionnent directement |a transparence chez
le receveur et la survie du greffon dans le temps. Parmi sux,
deux parametres sont primordiaux : |a transparence au moment
de la délivrance et la densité cellulaire endotheéliale (DCE,
exprimée en cellules/mm2).

m Qualité endothéliale

La qualité intrinséque d'un greffon est définie principalement
par la DCE et dans une moindre mesure par la morphométrie
(régularité de taille et de forme) des cellules endothéliales (CE).
Elle conditionne en grande partie la survie du greffon dans le
temps. Le grand recul acquis avec les receveurs de greffes
perforantes a permis de démontrer sans équivoque qu’une
perte endothéliale inexorable se produisait tout au long de la
période postopératoire, a un rythme variable selon le délai
(trés rapide durant les premiers mois, rapide pendant les
premiéres années puis beaucoup plus lent méme en 'absence
d'événements intercurrent) et selon I'indication chirurgicale
(moindre chez le kératocdne et le Fuchs, majeure dans les
dystrophies bulleuses par exemple). La survenue de deux
événements intercurrents (rejet et hypertonie) accélére encore
cette perte cellulaire qui conduit souvent & terme & la perte de
transparence par épuisement endothélial tardif. A ce stade la
seule solution est le changement de greffon, Plusieurs études
démontrent clairement que la DCE au moment de la greffe
conditionne la survie dans le temps, les greffons les plus riches
initialement étant ceux qui ont la plus grande probabilité de
survie prolongée voire trés prolongée.

Le probléme semble encore plus aigu pour les greffes endothé-
liales puisque jusqu'a présent, toutes les techniques de
découpes postérieures mécanisées ou manuelles, toutes les
techniques d'introduction du greffon dans la chambre antérieure
sont suspectées, plus ou moins fortement, de majorer le
traumatisme endothélial par rapport & une greffe perforante.
Le recul de la plupart des séries est encore limité et le nombre
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Adaptation

Figure 1: Visualisation de [endothélium d’un greffon sous microscope
optique aprés 4 minutes d’exposition au NaCl 0.9%. Cette photo
illustre Ia difficile tdche des banques de cornées pour déterminer la
densité cellulaire endothéliale : les cellules n'ont pas toutes des
contours bien définis, ne sont pas visibles dans tout le champ et le bruit
de fond de I'image est important. (objectif x10. Barre = 200 m))
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Figure 2 : Analyseur endothélial. Un microscope optique est équipé d'une
caméra numeérique. Les images endothéliales sont analysées par un logiciel
dédié qui reconnait les contours des cellules. La densité cellulaire
endothéliale ainsi que la morphométrie cellulaire (coefficient de variation
de la surface et pourcentage de cellules ayant s, 6 et 7 voisins) servent a
valider ou exclure le greffon.
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de patients modeste. Les premiéres séries publiées font état
de pertes endothéliales qui peuvent, dans certains cas, paraitre
modérées, comparables a celles de la greffe perforante mais
qui demandent a étre confirmer par d'autres séries et, parfois,
avec une méthodologie plus adaptée (prise des photos et
évaluation a I'aveugle de la technique de greffe au minimum,
mesures de DCE par un comité de lecture indépendant au
migux).

Dans d'autres séries présentées lors de congrés internationaux,
la perte endothéliale constatée parait beaucoup plus importante
que dans des séries de KP réalisées pour des receveurs
similaires (Fuchs, Bulleuse du pseudophaque).

Enfin certains rapports publiés attestent maigré tout de cette
perte endothéliale importante "%, Les nombreux autres
avantages présentés par les greffes endothéliales (meilleur
respect de |'architectonie cornéenne, astigmatisme réduit,
récupération rapide, possibilité de regreffe aisée, probable
réduction des rejets) ne remettent pas en question cet aspect
mais semble indiquer, coté banque, la nécessité de sélec-
tionner pour la greffe endothéliale les greffons les plus
riches en CE (mais quel seuil ?).

Rappelons que les CE ne sont pas visibles spontanément au
cours de la conservation des greffons en organoculture. Elles
sont rendues visibles temporairement par exposition courte
dans du chlorure de sodium isotonique (0,3%) qui, par effet
osmotigue dilate les espaces intercellulaires et fait apparaitre
les cellules sous un simple microscope optigue (Figure 1).

L'observation des CE permet alors de déterminer la DCE par
comptage d'un petit échantillon (quelgues centaines de CE
sur les 300 000 gue contient une cornée) et en |'extrapolant.
Depuis quelques années un accent particulier a été mis surla
nécessité de fiabiliser ce comptage dont le résultat est
primordial pour qualifier ou détruire un greffon #<.

Un seuil (2000 cellules/mm?) a été fixé empiriquement il y a
prés de 20 ans pour valider une cornée pour la greffe perforante.
Il correspondait au meilleur rapport entre résultat clinique
satisfaisant d'un coté et taux de destruction acceptable par les
banques de I'autre. Abaisser le seull reviendrait a faire courir
le risque d'échec endothélial précoce. L'augmenter ferait courir
le risque de pénurie de greffons par excés de destruction 2
la bangue. On comprend |'importance de compter les CE avec
une méthode calibrée, précise et reproductible (en un mot :
validee).

Nous militons depuis plusieurs années, avec d'autres équipes,
pour |utilisation d'outils modernes d'imagerie (microscope
+ caméra numérique) et d'analyse d'image (logiciels
dédiés)®'" (Figure 2). Ces analyseurs endothéliaux tendent &
se généraliser aux dépends des comptages manuels. |ls
contribuent de plus fortement a améliorer la tragabilité des
analyses. Si une analyse endothéliale fiable est un pré requis
indispensable pour valider les greffons perforants, san
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impartance parait encore plus grande pour les grefions
lamellaires postérieurs. L'utilisation d'un analyseur
endothélial semble s'imposer pour les banques qui
fournissent ou vont fournir des greffons endothéliaux.

® Evaluation expérimentale des méthodes
de découpe postérieure
Des procédures d’évaluation ex vivo des différentes méthodes
de découpe peuvent étre réalisées avant de diffuser plus
largement les techniques chirurgicales. |l est en effet possible
de mesurer expérimentalement |a toxicité endotheliale des
manipulations imposées a la cornée en utilisant plusieurs
techniques complémentaires. La DCE peut étre précisément
determinée aprés coloration endothéliale au rouge alizarine,
pour peu que |'on utilise un analyseur validé. Le comptage
endothélial permet d'identifier les zones cellulaires franchement
altérées mais ne donne aucune indication sur la viabilité
cellulaire.
Notre laboratoire a récemment utilisé un test de viabilité
cellulaire courant en biclegie cellulaire pour 'adapter 2 I'étude
de la totalite de la surface endotheliale d'un greffon. Cette
triple coloration (Calceine-Ethidium homodimére-Hoechst)
permet de dénombrer I'ensemble des cellules (Hoechst +) et
de distinguer les cellules mortes (Ethidium +) des cellules
viables (Calcéine+). Elle permet également de mettre en
2vidence une population de cellules probablement |ésées et
vouées a la mort (Calceine-/Ethidium-) (Figure 3).
La technigue est simple et reproductible et a été optimisée
par I'utilisation d'un microscope 3D et I'analyse d'image ""?.
Cette analyse expérimentale (le greffon est détruit par la
technigue) permet ainsi d'évaluer trés précisément le capital
cellulaire endothélial réel du greffon prét & I'emploi. Réalisée
sur un nombre suffisant de greffons et en comparant, pour les
deux cornées d'un méme donneur, cornée découpée et cornée
non découpée, elle permettra de connaitre les effets délétéres
de chaque type de découpe pour orienter les choix chirur-
gicaux.
Une approche identique pourrait également parfaitement étre
réalisée pour évaluer ce capital restant aprés introduction du
greffon dans la chambre antérigure, en mimant une chirurgie
surun ceil animal, puis en ouvrant la chambre antérieure pour
retirer le greffon et |'analyser immédiatement, Ces approches
expérimentales visent a déterminer le capital endothélial
réellement greffé. Elles devraient pouvoir expliquer une grande
partie de |a perte cellulaire mesurée en postopératoire précoce
par la plupart des greffeurs actuels.

® Transparence

La transparence est évidemment la premiére caractéristique
de la cornée. La délivrance d'un greffon « clair » est la priorité
numéro 1. Cette nécessité d'évaluation n'est pas spécifi-

Figure 3 : Triple coloration endothéliale par Hoechst (bleu), Ethidium
homodimére (rouge) et Calcéine (vert) d'un greffon ayant eu une découpe
lamellaire postérieure. Tous les noyaux sont colorés en bleu.

Les cellules vertes (C+) sont des cellules vivantes ayant une activité métaboligue
normale. Les cellules mortes ont un noyau rouge (E+) et n'ont pas d'activité
métabolique (C-). Les cellules H+C-E- sont probablement déja fortement lésées.

quement liée a I'émergence des nouvelles greffes lamellaires
mais fait de toute fagon partie des challenges a relever parles
banques pour les années & venir. Elle pourrait également
participer a la sélection des greffons, en permettant de réserver
pour la greffe endothéliale les greffons & endothélium sain
mais présentant des anomalies de transparence.

En pratique cependant, le contréle de cette transparence pose
plus de difficulté qu'il ne parait. Plusieurs obstacles existent.
L'évaluation au moment du prélévement est peu fiable du fait
des modifications post mortem non spécifiques : eedéme
épithélial de refroidissement, plis endothéliaux d'hypotonie,
abrasions épithéliales mécaniques sans conséguence mais
dégradant I'aspect du tissu sur le cadavre... Ce contrdle & la
morgue permet d'éliminer uniquement les plus grosses
anomalies, les préleveurs ayant d'ailleurs plutét la consigne de
prélever par exces pour ne pas se priver de cornées qui au
final se révéleront parfaites. En France, le prélévement exclusif
de la collerette cornéosclérale et non du globe oculaire ne
permet pas un contrdle ala lampe a fente comme cela se fait
dans les banques de cornées de plusieurs autres pays
européens (en particulier Pays Bas et Royaume Unis) lors de
la réception des prélévements. L'observation a la lampe a fente
de la cornée immergée dans son milieu de conservation est
trés difficile car d'une part, le flacon commercialisé par le seul
fournisseur frangais n'est pas adapté pour cette observation
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et car d'autre part, le milieu contient un indicateur de pH coloré
(rouge phénol). La troisiéme difficulté est de toute fagon liée
a I'expertise nécessaire pour reconnaitre les anomalies
cornéennes susceptibles d’influencer la transparence apres
greffe.

Autotal et en pratique courante, la détection des anomalies de
transparence se fait de maniére subjective, a I'eil nu du
technicien qui « mire » le greffon cornéen au travers du flacon.
Aucune donneée quantitative n’est disponible. Le contréle ultime
estréalisé au bloc opératoire par le chirurgien. Les anomalies
qu'il est souhaitable de détecter ne sont pas exceptionnelles :
petites taies centrales sous épithéliales, dystrophies stromales
aux stades initiaux, dystrophie crocodile sénile prononcée,
séquelles de kératites (kératite en arbre mort des kératite de
I'enfance, kératite interstitielle, petite disciforme méta
herpétique...), incisions de kératotomies radiaires en sont les
principales. Méme si rares sont les cas rapportés dans la
littérature, chaque équipe posséde quelques exemples de
greffes réalisées avec des greffons porteurs d'anomalies ayant
échappées a tous les contrdles. Quelques solutions expéri-
mentales ont été proposées dans la littérature au cours de la
derniére décennie mais aucune n'a connu de développement
concret. Notre équipe a développé un dispositif simple, spéci-
figuement adapté pour la quantification de la transparence
des cornées conservées dans les banques (Figure 4). Ce
dispositif, en cours de validation dans la banque de cornée
de Saint-Etienne (Etablissement Francais du Sang

Auvergne/Loire), est basé sur 'analyse d'image d'une mire
spécifique visualisée a travers le greffon 5. Il fournit une
évaluation objective et reproductible de la transparence ainsi
que des mesures précises utiles pour par exemple sélectionner
les collerettes suffisamment larges pour étre fixées sur une
chambre artificielle de découpe. |l offre d'autre part une
tragabilité indispensable dans les bangues. Il devrait permettre
de détecter les anomalies citées ci-dessus et de classer les
cornées pour faciliter leur sélection en fonction des
indications et des techniques envisagées. || sera alors facile
de réserver celles qui sont objectivement les moins transpa-
rentes pour |es greffes endothéliales.

Sélection des greffons en fonction
des technigues, des indications et
des receveurs

Le perfectionnement des méthodes d'analyse des greffons
cornéens devralt permettre dans un avenir assez proche une
véritable sélection des cornées pour les orienter vers des
receveurs particuliers en fonction de I'indication chirurgicale
etdu type de greffe envisagée, perforante, lamellaire antérieure
ou postérieure. Les cornées a large collerette sont certaines
de pouvoir bien étre fixée sur les chambres artificielles de

découpe. Les cornées ayant I'endothélium le plus

Plissamant moysi: 20.9%

Masures de p avec mire -

I Diam. d'analyse: 7.9 mm I

Transpareuce maysune: 86.7%

__  riche pourraient étre sélectionnées en priorité pour
les greffes endothéliales de méme que celles
présentant un endothélium sain mais un défaut de
transparence.

Al'opposé, la transparence devient le seul critére
a prendre en compte pour les greffes lamellaires
antérieures. Un endothélium ayant une DCE
inférieure a 2000 cell/mm? peut &tre réservé a cette

Surface camée claire: 130.7 mnr*

Diamétie moy seléri

Diamire moy cormes claite: 13.00 mn
i

~———Mesures géométriques — — Cartographie de transparence

découpe permettant ainsi d'utiliser des greffons
habituellement détruits car inaptes a la greffe
perforante. |l faut cependant prévoir alors un
greffon de secours... en cas de perforation
Descemétique lors de la préparation du lit receveur.
| Certains auteurs ont méme présenté I'utilisation de
laméme cornée pour greffer 2 patients en lamellaire
antérieur et postérieure. Les greffons destinés ala
greffe perforante deivent, quant a eux, avoir toutes

les qualités a la fois !

claire: 1180 mn Transparence moyenne: 62.2%

|l apparait évident a travers ces exemples que la

Figure 4 : Exemple de rapport d’analyse de la transparence d'un greffon par analyse d'image cohabitation des 3 types de greffe dans un méme

combinant 'analyse d'une image de la cornée photographié sur une mire calibrée et rétro éclairée et centre oblige & repenser I'organisation de la banque

celle d'une image sans mire. Le logiciel, en cours de validation dans un Projet Hospitalier de Recherche de cornée, non seulement en terme d'expertise

au CHU de Saint-Etienne (Pr P Gain, Pr | Maugery) permet de quantifier objectivement transparence et ' B ;

plissement (données en unité arbitraire) dans le centre de la cornée. Il fourni e diameétre de la sclére et des greffons, de sélection mais aussi en terme de
détecte le gérontoxon. distribution aux chirurgiens.
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Adaptation d

banques de cornées a la prég

Deécoupes cornéennes a la banque
de cornee

Ce dernier aspect dans I'adaptation des banques aux greffes
lamellaires appartient & un futur plus lointain. La délivrance
en routine de greffons prédécoupés nécessitera en effet de
franchir plusieurs obstacles scientifiques, médicaux et adminis-
tratifs. Les objectifs de ces découpes sont multiples : stabiliser
et standardiser les techniques, évaluer la qualité de la découpe
elle-méme et du tissu aprés découpe, fournir des greffons «
ready to graft », de qualité connue, a tous les chirurgiens pour
permettre, si cela s'avérait souhaitable, de diffuser ces
techniques a des centres chirurgicaux dépourvus de dispositifs
de découpe onéreux (chambres artificielles, microkératomes,
instrumentation spécifique).

La découpe pour greffe lamellaire antérieure pose en théorie
peu de probléme et pourrait étre envisagée a la banque &
I'épaisseur souhaitée. | faudra cependant déterminer expéri-
mentalement les conditions optimales de découpe (greffon
libre ou repositionner dans son lit cornéen résiduel), de délai
entre découpe et greffe et de milieu de conservation. En effet,
une section horizontale dans le stroma s’accompagne obliga-
toirement d'un cedéme plus important si le greffon est immergé
de nouveau dans son milieu que s'il est greffé immeédiatement.
En cas de greffon de pleine épaisseur dont seule I'endothélio-
Descemet est retirée, |a réalisation de la manceuvre & la banque
de cornée présente moins d'intérét car le geste est de réalisation
aisée au bloc opérataire.

La préparation de greffons endothéliaux représente un véritable
defi pour les banques. |l faut Ia encore trouver la meilleure

n des greffons cornéens ...

technique de découpe ou de dissection. Cette technique devra
probablement étre un campromis entre finesse du stroma
résiduel pour éviter les interfaces délétéres et préservation
endothéliale maximale. L& encore, tout reste & inventer. Il
semble possible de préserver un greffon endothélial quelques
jours en organoculture mais I'impact réel d'une découpe suivie
d'une conservation, d'un transport et d'une greffe devra étre
évalué précisément avant que la technique ne puisse étre
diffusée.

Enfin, pour conclure il faut envisager, & bien plus longue
échéance cette fois, la possibilité de distribuer des greffons
endothéliaux prédécoupés et dont I'endothélium aura en plus
&té enrichi par des techniques de biologie cellulaire de relance
contrdlée du cycle cellulaire endothélial...

En pratique, les banques répondent a un cahier des charges
déja extrémement lourd et nos demandes chirurgicales doivent
rester raisonnables. Tout changement de pratique impose de
modifier les «procédés» en vigueur dans la banque, de les
soumettre a I'autorité de santé compétente (AFSSAPS) pour
étre validés. Aussi convient-il certainement de ne proposer
que les protocoles ayant déja été bien évalués en amont au
cours de travaux de recherche et/ou rapportés dans des essais
de bon niveau de preuve. De fagon concréte, la préparation
spécifique de greffons prédécoupés pour greffe lamellaire
devra trés probablement d’abord étre validés dans quelques
centres pilotes ayant la maitrise de I'ensemble des éléments,
depuis le prélevement jusqu'au suivi des premiers patients
greffés. Il nous parait indispensable de trouver le bon équilibre
entre immobilisme et précipitation. Il existe des précédents
en ophtalmologie (LCA et dystrophies bulleuses, encore dans
le trio de téte des indications de greffe cornéenne en France)
pour nous inciter a la prudence. m
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The issue of what starts the circadian clock ticking was ad-
dressed by studying the developmental appearance of the
daily rhythm in the expression of two genes in the zebrafish
pineal gland that are part of the circadian clock system. One
encodes the photopigment exorhodopsin and the other the
melatonin synthesizing enzyme arylalkylamine N-acetyl-
transferase (AANAT2). Significant daily rhythms in AANAT2
mRNA abundance were detectable for several days after fer-
tilization in animals maintained in a normal or reversed light-
ing cycle providing 12 h of light and 12 h of dark. In contrast,
these rhythms do not develop if animals are maintained in

constant lighting or constant darkness from fertilization. In
contrast to exorhodopsin, rhythmicity of AANAT2 can be ini-
tiated by a pulse of light against a background of constant
darkness, by a pulse of darkness against a background of
constant lighting, or by single light-to-dark or dark-to-light
transitions. Accordingly, these studies indicate that circadian
clock function in the zebrafish pineal gland can be initiated by
minimal photic cues, and that single photic transitions can be
used as an experimental tool to dissect the mechanism that
starts the circadian clock in the pineal gland. (Erndocrinology
147: 2273-2279, 2006)

IFE ON EARTH is characterized by a 24-h pattern of
activity, reflecting the solar day. In essentially all
forms, these rhythms are not directly controlled by the light/
dark ecycle, but reflect the action of an endogenous timing
mechanism—the circadian clock—which exhibits an approxi-
mately 24-h peried. In addition, mechanisms exist through
which the environmental lighting cycle synchronizes circadian
rhythms with light-to-dark and dark-to-light transitions.

In contrast to the significant progress made in understand-
ing the molecular basis of circadian clocks and how light acts
on the clock (1, 2), scant progress has been made in under-
standing the fundamental question of what initially starts the
clock—ticking—as defined by preducing a coordinated out-
put signal—and whether a photic perturbation is required.
This issue is of interest and importance in view of the fun-
damental role that circadian rhythms play in biology.

The question of whether the vertebrate circadian clock
function develops autonomously or requires an external trig-
gerhas been investigated in zebrafish, at the molecular, phys-
iological, and behavioral levels. This has generated contlict-
ing results. For example, studies on the transcription factor
zPer3, a component of the circadian clock machinery, are at
odds: expression was reported to oscillate under constant

First Published Online February 23, 2006

Abbreviations: AANAT2, Arylalkylamine N-acetyltransferase; DD,
constant darkness; dpf, days post fertilization; ExR, exorhodopsin; LD,
light/dark; LL, constant light; zf, zebrafish.
Endocrinology is published monthly by The Endocrine Society (http://
www.endo-society.org), the foremost professional society serving the
endocrine community.

darkness (DD) by one group (3) but not by another using
transgenic embryes expressing luciferase under contrel of
the zPer3 promoter (4). It is clear that conclusions regarding
clock function cannot be based on observations of zPer3 ex-
pression alone because zPer3 is just one among other com-
ponents of the clock machinery; accordingly, it may not be
a reliable indicator of the functional state of the clock. Other
approaches inwhich physiological and behavioral endpoints
have been used are also problematical because the endpoints
are a reflection of factors other than clock development,
including, downstream processes and the mechanisms link-
ing the two (5, 6). Accordingly, studies using these systems
may not provide an entirely reliable indication of clock
function.

An experimental approach that circumvents these limita-
tions is the measurement of arylalkylamine N-acetyltrans-
ferase (AANAT2) mRNA in the fish pineal organ. The pineal
organ is generally considered a master circadian clock in fish
and is of special experimental value because each pinealocyte
contains all elements of a circadian system—a photoreceptor,
a clock, and an output (7), ie. mRNA encoded by the ze-
brafish (z)AANAT2 gene. Agnat encodes the next-to-last en-
zyme in vertebrate melatonin synthesis and zfAANATZ ex-
pression in the adult is controlled by integral elements of the
molecular circadian clock, thereby providing a reliable
marker of clock function (8-11). In addition, measurement of
zfAANAT2 mRNA, is superior to the measurement of mel-
atonin release from intact embryonic zebrafish, which has
been used to study clock function (5), because melatonin
synthesis is regulated not only by the clock, but also by a
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down-stream gating mechanism through which light acts to
rapidly switch off melatonin preduction, without necessarily
having immediate effects on clock function. As a result, itis
not possible to study clock function in constant light, because
light masks the output. IHowever, measurement of
zfAANAT? mRNA eliminates this limitation because light
does not have an immediate effect on this parameter.

In the current study, we have examined the relaticnship
between lighting and the rhythmic expression of 2fAANAT?2
and of another clock-related gene, exorhodopsin (ExR),
which encedes the photopigment thought to mediate photic
control of the pineal clock (12). Qur experiments addressed
the issue of whether minimal photic perturbations can ini-
tiate circadian expression of each of these genes in the em-
bryonic zebrafish pineal gland. Previous studies raised this
possibility, because zfAANAT2 mRNA transiently increased
after exposure to a single 1-h light pulse against a back-
ground of constant darkness (12). The nature of the control-
ling mechanism was investigated here, to determine whether
this increase was a transient one-time response to the light
pulse (13} or represented the initiaticn of a circadian rhythm.
The results establish that circadian rhythmicity is initiated by
a single light pulse and extend this finding by revealing that
rhythmicity can also be initiated by a single dark pulse orby
single photic transitions (light-to-dark: L—D, or dark-to-
light: D—L). Moreover, our findings indicate that clock fune-
tion is initiated before the retina can detectlightand ata time
when the pinealocyte is anatomically immature.

Materials and Methods
Animals

Adult zebrafish were kept at 285 C on a light/dark (LD) eycle (12 h
light, 12 h dark). Light was provided by fluorescent lamps (A = 400-700
nmy; Nominal TX Universal aquarium lamps (IRCFO-Lumen /W70), Ac-
tizoo, BeautortLa Vallde, France); the intensity at tank level wasb000 lux,
Fertilized eggs were usually obtained in the morning shortly after lights
on. They were incubated at the same temperature and under the indi-
cated photoperiodic conditions (see Results and figure legends), Em-
bryos were collected at different developmental stages, Dark samples
were maintained in the dark until time of collection; dim red light used
for night collections was provided by 230V /15W red bulbs (PF71ZE;
Philips, Suresnes, France), with an intensity not exceeding 6 lux at the
level of the embryos.

For the whole-mount i sttt hybridization, pigmentation of the em-
bryos was prevented by addition of 0.2 mm phenylthiourea to the egg
water at 24 h post fertilization (hpf).

Animal experimentationwas conducted in accord with accepted stan-
dards of humane animal care (principles set out in the Declaration of
Helsinki).

Whole-mount in situ hybridization

At the end of the incubation time, embryos were fixed overnight in
4% paraformaldehyde in PES at 4 C, transferred to 100% methanol, and
stored at —20 C,

Whole-mount # stu hybridization was pertormed using commer-
cially available kits according to the manufacturer’s instructions (Roche,
Meylan, France) (11, 14), Sense and antisense digoxygenin-labeled
2AANAT? riboprobes corresponding to a 900-bp cDINA of 2fAANAT2
(GenBank accession no, AF124756) were generated as deseribed (11). The
digoxyzenin-labeled zfExR probes were generated from a fragment cor-
responding to bp 28— 602 trom zfExR (GenBank accession no, ABQZ5312)
inzerted in the Topo vector (Invitrogen, Mevylan, France). All probes (1
pg/ml) were hybridized at a temperature of 68 C, and detection was
performed using alkaline phosphatase-conjugated antidigoxigenin an-
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tibodies, and using alkaline phosphatase substrate (Rochs, Mevlan,
France). For each embryo, intensity of the staining was submitted to
triple evaluation by three independent observers, within a scale of 0 (no
staining at all) to 4 (highest signal intensity) (3). Preliminary studies
indicated that densitometry measurements on black and white pho-
tomicrographs gave similar results as also shown elsewhere (11,
Statistics and data plotting were performed using the Instat-3 and
FRISM-4 softwares [GraphPad), Bach time point included five to 10
individuals, and all embryos from a given experiment were treated
simultaneously. Data are presented as the mean * SEM; they were
analyzed by one-way or two-way ANOVA, One-wayp-ANOVA was
followed, when significant, by Tukey’s post hac comparison of means (for
convenience, only a comparison of the higher and lower means are
reportad in the legend of the figures), Experiments were repeated at least
twice, each on different days, Pictures were obtained using a C-35AD-2
Olympus camera on a BH-2 Clympus microscope (Rungis, Franece).

Electron microscopy

Embryos and larvae were sampled at 22, 48, and 72 hpfand 11 d post
fertilization (dpf), and fixed for 2 h in 4% glutaraldehyde /2% parafor-
madehyde, in 0.1 M phosphate buffer (PB) pIl 7 4, After a brief rinsing
in PB, they were postfixed in 1% osmium tetroxide for 1 h at room
temperature, After rinsing in PB, all specimens were dehydrated in a
graded ethanol series and embedded in araldite, Ultra-thin (50-70 nm
thick) sections made on the pineal area were stained with 7% uranyl
acetate in methanol, and contrasted with lead citrate (15). Sections were
viewed and photographed on a Hitachi 7500 transmission electron mi-
croscope (Elescience, Verrigres, France),

Results

Appearance of photoreceptor characteristics in
developing pinealocyies

The embryonic pineal ergan expresses ZfExR starting at 18
hpf (Fig. 1A}. The area of ExR expression becomes larger at
24 hpt (Fig. 1B). Expression is limited to the pineal ergan until
72 hpf (Fig. 1, C-E); at 96 hpf weak expression cccurs in the
ventral retina (Fig. 1F) at the level of the photoreceptor layer
(Fig. 1, G and H).
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Fi¢. 1. Localization of ExR expreszion in the developing zebrafizh
embryvo. ExR mBRNA was visualized uzing in sity hybridization as
indicated in Maferials and Methods. A-E, With the antisense probe,
a specific expression is evidenced in the pineal organ, which appears
as a spot. located dorsally of the embryo’s head as early as 18 hpf
{wrrow in A). At higher stages, i.e. from 24 (B) to 72 (C) hpf, the spot
appears located dorsally (D) in the midline of the head, between the
eves. K, Dorzal view of an embryc’s pineal spot at 52 hpf, a few
individual labeled cells are seen. F—H, At later stages, some expres-
gion alzo appears in the ventral retina as shown by the arrow in F. G
and H, Higher magnifications of the labeled retina in F. The yolk in
(! and F shows weak nonspecific staining.
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Electron microscopic examination revealed that the initial
zfExR expression (18 hpf) is accompanied by the appearance
of two defining structural characteristics of photoreceptors,
centrosemes and [2 X 9 + 0] ciliary structures (Fig. ZA); a
third feature of photoreceptors, the extensive infoldings of
plasma membranes, first becomes obvicus at 48 hpf (Fig. 2B).

Rhythmic expression of zfExR and :fAANATZ develops in
LI} but not in constant Hght (LL} and DD

zfExR and zfAANAT? mRNAs were studied in parallel as
a function of environmental lighting. Daily rhythms in both
were detected in LD, but were only statistically significant for
zfAANAT?; rhythmic changes in these mRNAs were not
apparent in LL or DD (Fig. 3).

Circadian rhvyvthmicity of zfAANATZ is mainiained
following LD cvcles or a single dark pulse

ZAANAT 2 was expressed rhythmically forat least 24 h in
LL, if animals were first exposed to either two 12:12 LD (not
shown) or two DL {Fig. 4} cycles. It was also found that
rhythmicity was induced in LL after a single dark pulse
applied at 24 hpf, and that the phase of the circadian rhythm
was a function of pulse duration (Fig. 5). The finding that the
zfAANAT? mRNA rhythm persists for two cycles, and with
similar amplitude, strengthens the idea that this represents

bl

Fic. 2. Ultrastructure of zebrafizh pineal photoreceptor cells at early
stages of development. A, At 22 hpf, the pineal cella show little zigns
of differentiation, except the cilia of the 9 x 2 + 0 type and the
asgociated centrosome (rrows and inse£). B, At 48 hpf, photoreceptors
are fully differentiated, and the well developed outer segment ((3)
ariges from the cilia (arrows). Bors, 1 pom,
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mRNA abundance (relative values)

0 12 24 3 48 6 7
Hours post-fertilization

F1g. 3. ziExR and zfAANAT2 mRNA abundance under LD, DD, and
LL conditions. Embryos were kept at 28.5 C under either a 12:12 LD
cycle (A), DD (B) or LL (C). The gray boxes oorrespond to the dark
phases(which are the same as those ofthe embryos genitors in 4). The
black bars of the botfomn (in B and C) indicate the subjective dark
phases (dark phases of the genitors). Embryos were collected at the
times indicated and processed for the in sifu hybridization; mRNA
abundance was estimated as indicated in Moferinis and Methods.
Mean *+ SEM (n = 7-10). Zero in the abscisza corresponds to 0800 h
(time of fertilization). One-way ANOVA indicated that AANATZ2
mRNA abundance did not vary significantly under DD or LL. How-
ever, significant changes ocourred under LD (P < 0.0003), a, zignificantly
different from b (Tukey’s posé foc comparison of means, P < 0.05).
Differences in ExR mRNA abundance were not. statistically significant
wnder any of the conditions tested. Similar results were obtained in two
other experiments.

a true circadian rhythm, rather than a one-time transient
response.

Photic pulses initiate circadian rhythmicity of zfAANATE

The above experiment used a dark pulse against an LL
background. Similarly, a light pulse (1-8 h) against a DD
background induced circadian expression of zfAANAT? (Fig.
6): the phases of the subsequent oscillations were similar,
independent of the pulse duration. However, variations in-
duced by the 1-h pulse were not significant and of lower
amplitude than those obtained with the 2- or 8-h pulses.

Conversely, the appearance of the peak in AANAT mRNA
abundance depended on the time at which the pulse was
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Fic. 4. zfAANAT2 mRNA abundance under a reversed DL cycle (4)
followed by constant light (B). A, Embryos were placed under a LD
cyele{controls; zolid [ineg) or a reversed DL cycle (DL; das hed [ine) from
fertilization. B, An initial DL cycle was followed by LL at 80 kpf (solid
line), the controls (dzshed line) were maintained under DL (same as
DL eycle in A). The gray panels correspond to the dark phases. Em-
bryos were collected at the times indicated and proceszed as in Fig.
3. Mean *+ SEM (n = 7-10). The data fitted a zinuszoidal; in each curve
the variations in mRN A abundance were statizstically significant (one-
way ANOVA: P < 0.005 or below). a, Significantly different from b;
o, significantly different from & (Tukey's post foc comparison of
means, F < 0.05). Similar results were obtained in two other exper-
iments.

applied. Thus, 4-h pulses of lightapplied atsuccessive points
during the 20- to 46-hpf period induced corresponding de-
lays in peak appearance (Fig. 7).

Single photic transitions (D—L or L— D) initiate circadian
rhythmicity of zfAANATZ

The above photic perturbations invelve two photic tran-
sitions, L—D at the start and D—L at the end of the dark
pulse. It was alsc found that a single cue initiated clock
function when the D—L transition occurred at 21 hpf or later
(Fig. 8, A-E). In a reversed experiment, embryos were raised
under LL and then switched te DD; this initiated circadian
oscillations when the L—D transition cacurred at 21 hpf or

later (Fig. 8A'-E").

zfExR expression is not circadian

The expression of zfExR was examined in all the experi-
ments described above. However, statistically significant
rhythmic expression of zfExR did not occur.

Discussion

One of the advances of this study is finding that elements
of the three functional components of circadian clock system
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AANAT2
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Hours post-fertilization

Fia. 5. Effects of dark stimuli of different durations on zfAANATZ2
mRNA abundance in embryos maintained under LL. Embryos were
maintained under LL from fertilization; a dark stimulas of 2 (ligh#
gray, solid line) or 8 h (dark gray, dashed line) duration was applied
at 24 hpf, as indicated. Embryos were then processed as indicated in
Fig. 3. The biack bors of the fop of each column indicate the subjective
dark phases (dark phases of the genitors). Mean + 3EM{(n = 7-10). In
each curve, the obgerved variations in mENA abundance were sta-
tiztically significant ag indicated by the one-way ANOVA analyzis
(P < 0.005) Tukey's post koo comparizon of individual means indi-
cated that peak and nadir values differed from each other (& < 0.05).
Pulse duration affected significantly the shape of the oscillations, as
indicated by a two-way ANOVA comparizon of the data (P < 0.0008).
The 0 in the abscizssa indicates time of fertilization {0800 h). Similar
results were obtained in a second experiment.

mRNA abundance
(relative values)

in the zebrafish pineal organ—photodetection, clock func-
tion and output—appear to be in place at the end of 1 dpf.
This is coincident with the appearance of the first pinealofu-
gal nerve fibers (19 hpf) (16). It is of interest to note that at
this poeint in development, pinealocytes appear to be ana-
tomically immature compared with those abserved d 2 (this
study) or 6 dpf (17). At 24 hpf they lack the defining feature
that characterizes the adult pinealocyte—distinct photore-
ceptor cuter segments—while containing the characteristic
2 % 9 + 0 cilia from which the outer segments develop
(17-19). The expression of ZfExR at 1 dpf is likely to explain
pinealocyte photosensitivity at this stage. Accordingly, it
appears that at 1 dpf, when the pinealocyte is not anatom-
ically mature, it is fully capable of functioning as a complete
circadian system, capable of responding to light. The interpre-
tation that at this stage of development light acts indirectly on
the pineal gland through ancther structure is less attractive
because it assumes a developmental extrinsic—intrinsic switch
in how light regulates the pineal circadian clock.

Qur results also provide additional support to the view
that fish pineal photoreceptors develop before retinal pho-
toreceptors (20). Specifically, at 24 and 48 hpf, photodetector
features were not evident in the zebrafish retina {data not
shown). The first rudiments of retinal photoreceptor cuter
segments are not observable before 54 hpf (21), whereas the
initial retinal expression of an opsin gene is not seen before
40 hpf (22). It is, hewever, notimpossible that other pigments
function during this period of time in the retina. We also
detected ZfExR expression at 4 dpf in the ventral retina, as
has been described for Asnat? (detectable at 3 dpf) (11),
indicating that retinal zfExR expression is developmentally
transient (11). In contrast to the 4 dpf retinal expression of
zfExR, pineal expression was detectable at 24 hpf, when
structural features of photoreceptors were also apparent.
Earlier development of pineal photoreceptors relative to that
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1h light

2h light
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0 24 3 48 60 72

Hours post-fertilization

F1a. 6. Effects of light pulses of different duration on AANATZ
mRNA abundance in embryos maintained under constant darkness
({DD). Embryos were maintained under DD (A} from fertilization and
alight pulze of 1{B), 2(Cior (D) hwas applied at 24 hpf, az indicated.
They were then processed as indicated in Fig. 3. The back bars at the
top indicate the subjective dark phases (dark phases of the genitors).
The gray panels indicate darkness for the embryos. Mean + SEM (n =
7—10). The 0 in the abscizza indicates time of fertilization (0800 h).
One-way ANOVA indicated that the variations in mRENA abundance
were statistically significant only in C({2-h light pulse) and I} (8-h light
pulse) (P = 0.0001). a, Significantly different from b (Tukey’s post hoc
comparison of means, P < 0.05). Two-way ANOV A indicated that the
2-h and 8-h light pulzes curves were significantly different from the
DD curves (P < 0.01), but the duration of the pulse (2 h vs. 8 h) had
no gignificant effect (P < 0.7). Similar results were obtained in an-
other experiment.

of retinal phatoreceptors is intriguing, because similar tran-
scription factors control expression of the same or closely
related genes ineach tissue. It will be of interest to determine
the molecular basis of this temporal difference.

Previous observations have been interpreted to indicate
that the nocturnal increase in zZfAANAT2 mRNA abundance
is itself triggered by light-induced expression of zfPer2 (13).

If this were the only condition, however, one would expect
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Fiz. 7. Effects of light pulzes applied at different post-fertilization
times on the circadian expreazion of AANAT2 mENA abundance in
embryos maintained under DD. A, Embryos were maintained under
DD from fertilization. A 4-h light pulse was applied at 24, 28, 32, 38,
40, or 46 hpf as indicated; embryos were collected shortly after at
different time intervals and processed as indicated in Fig. 3. Mean +
SEM {n = 5-10); error bxrs are not. shown for clarity of the graph.
ANOVA indicated that the variations in mRNA abundance differ
significantly in all curves (2 < 0.0001); meach curve, Tukey’s post hoc
comparizon of means indicated that the peak values were different
from the nadir values (£ < 0.001). B, Data are replotted from those
presented in A. There iz strict eorrelation between the times at which
the light pulzses are applied (abscizza) and the corresponding phase
delays in peak appearance reported in the ordinates (time of peak
appearance minusz time of peak obtained with the first pulze of light).

an increase in zfAANAT2 expression to occur under LL once
the pineal becomes activated, ie. between 18 and 24 hpf. This
was not observed, ie. neither a surge, nor endogenous os-
cillations in Aangi2 expression, was observed in embryos
raised under LL from birth. Accordingly, it would appear
more accurate to conclude that the embryos also needed to
experience both dark and a photic transition. This is sup-
ported by the finding that circadian escillations in zfAANAT2
expression occurred under LL provided the embryos were
previously exposed to an LD or DL cycle. Moreover, a single
transition from DD to LL, or LL to DD, initiated circadian
oscillations in zfAANAT2, providing that this transition oc-
curred at 21 hpf or later. This is consistent with the proposal
that exposure to both light and darkness is necessary to
initiate pineal clock function. However, it is not yet clear
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whether this initiation of pineal clock function reflects the
start of the circadian clocks in individual pinealocytes or the
synchronization of active clocks in these cells, or both.

Synchronization of the clocks in individual pinealocytes
may involve light-dependent induction of zfPer2 (13), and
dark-dependent inducticn of a yet-unidentified facter, both
of which could interact with components of the transcrip-
tional/ translational feedback loop that constitutes the circa-
dian cleck (23, 24). From the effects of dark pulses under LL
and light pulses under DD, it appears that the timing of lizht
onset, not duration, determines the phase of the resulting
circadian rhythm.

The results of these studies provide clear indication that

Hours post-fertilization

ZAANAT? is under circadian control. This is likely to reflect
the presence of E-Box elements (8), which mediate circadian
control of many genes through interactions with protein
components of the clock (25-27). The mechanism underlying
the noncircadian photic control of zfExR expression in LD
lighting cycles remains unknown.

In summary, the present study provides evidence that the
circadian system in the zebrafish pineal organ is potentially
functional as early as 18-21 hpf, ie. 2 d before the retina.
Anatomically immature pinealocytes are capable of trans-
ducing light signals and genermating circadian oscillations in
FAANAT? expression. Accordingly, it appears that light sen-
sitivity, circadian clock function, and outputare presentearly
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in embryonic development and that the pineal gland—not
the retina—mediates photic responses at this stage. Our re-
sults also provide further support to the interpretation that
minimal photic cues are sufficient to initiate pineal circadian
clock function during development. Finally, it appears that
light perception per se, as provided by LL, is not sufficient to
initiate the circadian oscillations; rather, a photic transition
is required, with the time of light onset determining the
subsequent phase of the oscillations. This and previous stud-
ies (13) suggest that the onset and entrainment of the pineal
circadian clocks need both light and darkness, i.e. light acting
through induction of zfPer2 expression, and darkness acting
through a yet unknown mechanism. It remains to be deter-
mined whether the photic transitions (L—D or D—L) start
the clock ticking in each cell or synchronizes circadian ac-
tivity of individual cells, or does both. These questions may
be asked, using the paradigm established here, in which
single photic transitions are sufficient to generate a circadian

output, ie. ZTAANAT2 mRNA.

Acknowledgments

The authors thank M. Fuent2s, B. Riviere, and D. Saint-Hilaire for
their technical assistance.

Received December 8, 2005. Accepted February 9, 2006.

Address all correspondence and requests for reprints to: Jack Falcon,
Laboratoire Arago, Unité Mixte de Recherche 7628, Centre National de
la Recherche Scientifique and University Pierre and Marie Curie, BP 44,
F-66651 Banyuls sur Mer, France. E-mail: falcon@obs-banyuls.fr.

This work was supported by the Centre National de la Recherche
Scientifique (Grant PICS 2556) and the Intramural Research Program,
National Institute of Child Health and Human Development, National
Institutes of Health.

Disclosure statement: RV., L.B., G.B.,, AP, Y.C., W.GC.G.,D.C.K,, and
L.E. have nothing to declare.

References

g

. Vallone D, Gondi $B, Whitmore D, Foulkes N§ 2004 E-box function in a
period gene repressed by light. Proc Natl Acad Sci USA 101:4106-4111
Sato TK, Panda 8, Miraglia L], Reyes TM, Rudic RD, McNamara P, Naik KA,
FitzGerald GA, Kay SA, Hogenesch JB 2004 A functional genomics strategy
reveals Rora as a component of the mammalian circadian clock. Neuron 43:
527537

Delaunay F, Thisse C, Marchand O, Laudet V, Thisse B 2000 An inherited
functional circadian clock in zebrafish embryos. Science 289:297-300

[~

w

o

2l

i

10.

11

12

13.

14

15

1

17.

18.
19.

20.

21.

=

22,

23.

4.

26.

27

&

Endocrinology, May 2008, 147(5):2273-2279 2279

Kaneko M, Cahill GM 2005 Light-dependent development of circadian gene
expression in transgenic zebrafish. PLoS Biol 3:e34

Kazimi N, Cahill GM 1999 Development of a circadian melatonin rhythm in
embryonic zebrafish. Brain Res Dev Brain Res 117:47-52

Hurd MW, Cahill CM 2002 Entraining signals initiate behavieral circadian
rhythmicity in larval zebrafish. | Biol Rhythms 17:307-314

Fale6n ], Besseau L, Boeuf G, Molecular and cellular regulation of pineal organ
responses. In: Hara T, Zielinski B, eds. Fish physiclogy: sensery systems
neuroscience. Amsterdam: Elsevier Science, in press

Appelbaum L, Anzulovich A, Baler R, Gothilf Y 2005 Homeobox-clock pro-
tein interaction in zebrafish. A shared mechanism for pineal-specific and
circadian gene expression. | Biol Chem 280:11544-11551

Chen W, Baler R 2000 The rat arylalkylamine N-acetyltransferase E-box:
differential use in a master vs. a slave oscillator. Brain Res Mol Brain Res
81:43-50

Chong NW, Bernard M, Klein DC 2000 Characterization of the chicken se-
rotonin N-acetyltransferase gene. Activationvia clock gene heterodimer /Ebox
interaction. | Biol Chem 275:32991-32998

Gothilf Y, Coon SL, Toyama R, Chitnis A, Namboodiri MA, Klein DC 1999
Zebrafish serotonin N-acetyltransferase-2 marker for development of pineal
photoreceptors and circadian cleck function. Endocrinology 140:4895-4903
Mano H, Kojima D, Fukada Y 1999 Exo-rhodepsin: a novel rhodopsin ex-
pressed in the zebrafish pineal gland. Brain Res Mol Brain Res 73:110-118
Ziv L, Levkovitz 8, Toyama R, Falcon ], Gothilf Y 2005 Functional develop-
ment of the zebrafish pineal gland: light-induced expression of period? is
required for onset of the circadian clock. J Neurcendocrinol 17:314-320
Thisse B, Heyer V, Lux A, Alunni V, Degrave A, Seiliez I, Kirchner J,
Parkhill, JP, Thisse C 2004 Spatial and temporal expression of the zebrafish
genome by large-scale in situ hybridization screening. Methods Cell Biol
77:505-519

Reynolds ES 1963 The use of the lead citrate at high pH as an electron opaque
stain in electron microscopy. | Biephys Biochem Cytel 17:208-212

Wilson SW, Easter 88] 1991 A pioneering growth cone in the embryanic
zebrafish brain. Proc Natl Acad Sci USA 88:2293-2296

Allwardt BA, Dowling JE 2001 The pineal gland in wild-type and two ze-
brafish mutants with retinal defects. ] Neurocytol 30:493-501

Faledn J 1999 Cellular circadian clocks in the pineal. Prog Neurobiol 58:121-162
Tsujikawa M, Malicki ] 2004 Genetics of photoreceptor development and
function in zebrafish. Int ] Dev Biol 48:925-934

Forsell ], Holmqvist B, Ekstrom P 2002 Molecular identification and devel-
opmental expression of UV and green opsin mRINAs in the pineal organ of the
Atlantic halibut. Brain Res Dev Brain Res 136:51-62

Schmitt EA, Dowling JE 1999 Early retinal development in the zebrafish, Darnio
rerio: light and electron microscopic analyses. | Comp Neurol 404:515-536
Takechi M, Kawamura S 2005 Temporal and spatial changes in the expression
pattern of multiple red and green subtype opsin genes during zebrafish de-
velopment. | Exp Biol 208:1337-1345

Tuvone PM, Tosini G, Pozdeyev N, Haque R, Klein DC, Chaurasia §S 2005
Circadian clocks, clock networks, arylalkylamine N-acetyltransferase, and
melatonin in the retina. Prog Retinal Eye Res 24:433-456

Reppert SM, Weaver DR 2002 Coordination of circadian timing in mammals.
Nature 418:935-941

Kyriacou CP, Rosato E 2000 Squaring up the E-box. ] Biol Rhythms 15:483-490
Hardin PE 2004 Transcription regulation within the circadian clock: the E-box
and beyond. ] Biol Rhythms 19:348-360

Munoz E, Baler R 2003 The circadian E-box: when perfectis not geod enough.
Chronobiol Int 20:371-388

Endocrinology is published monthly by The Endocrine Society (http://www.endo-society.org), the foremost professional society serving the
endocrine community.

265



	/UNIVERSITE JEAN MONNET DE SAINT-ETIENNE
	REMERCIEMENTS
	SOMMAIRE
	RESUME
	ABSTRACT
	TABLE DES ILLUSTRATIONS
	FIGURES
	TABLEAUX

	LISTE DES ABREVIATIONS
	PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
	INTRODUCTION
	LE CYCLE CELLULAIRE
	Les phases du cycle cellulaire
	/L’interphase
	La phase G1
	Le point de restriction R
	La phase S
	La phase G2

	La mitose ou phase M
	La phase G0
	Cinétique du cycle cellulaire

	Contrôle du cycle cellulaire par les kinases cyclines-dépendantes (CDK)
	Découverte et caractérisation des complexes CDKs/Cyclines
	Description des CDKs
	Structure et fonction
	Les CDKs clés impliquées dans la régulation du cycle cellulaire

	Les Cyclines
	/Les cyclines D
	La cycline E
	Les cyclines mitotiques
	La cycline A
	La cycline B


	Régulation des complexes CDKs/Cyclines
	Activation des CDKs
	Régulation par les CDK Kinase Inhibitors
	La famille INK4
	La famille CIP/KIP

	Régulation par phosphorylations
	Phosphorylations activatrices
	Phosphorylations inhibitrices et déphosphorylation
	a) Phosphorylations inhibitrices
	b) Déphosphorylation


	Localisation spatio-temporelle


	Régulation moléculaire du cycle cellulaire
	La transition G0/G1
	La progression en G1
	La fin de G1, préparation à la transition G1/S
	Inhibition de la re-réplication pendant les autres phases du cycle
	La transition G1/S
	La phase S
	La phase M
	Généralités
	Les transitions G2/M et prophase/métaphase
	Condensation des chromosomes
	/Le fuseau mitotique
	Contrôle de l’attachement des chromatides aux microtubules
	/Contrôle de l’orientation du fuseau et transition anaphase/télophase
	/Séparation des chromatides et la transition métaphase/anaphase
	La cytokinèse


	Un cycle de destruction protéolytique
	Le contrôle de l’état de l’ADN
	Sénescence réplicative
	Caractéristiques
	Implication des CKIs


	CELLULES ENDOTHELIALES CORNEENNES HUMAINES NORMALES
	Absence de prolifération in vivo
	Diminution de la densité cellulaire endothéliale avec l’âge et les traumatismes
	Compensation de la perte cellulaire
	Perte de la fonction endothéliale

	Capacités prolifératives
	Capacités prolifératives intrinsèques
	Travaux initiaux de Joyce : arrêt en phase G1 du cycle cellulaire
	Différences inter-espèces
	Différences selon l’âge et la topographie centrale ou périphérique
	Modèles ex vivo
	Modèles in vitro
	Cellules endothéliales centrales versus périphériques
	In vivo
	In vitro
	Ex vivo



	Mécanismes contribuant à l’inhibition proliférative in vivo
	Longueur des télomères
	Facteurs de croissance
	Implications de la PLC-1, de PI3K et de l’AMPc
	La phospholipase C-1 : PLC-1
	La phosphatidylinositole 3-kinase : PI3K
	L’adénosine monophosphate cyclique : AMPc

	PTP1B inhibe l’action de l’EGF

	TGF-2 inhibe l’entrée en phase S
	Inhibition de contact cellules/cellules
	Rôles relatifs du TGF-2 et de l’inhibition de contact
	Implication de ZO-1 et ZONAB ?

	Sénescence des CE
	Caractéristiques
	p53
	Les CKIs : acteurs majeurs de la sénescence réplicative des CE
	p27KIP1
	Un inhibiteur impliqué dans l’arrêt de la prolifération
	Régulation de l’ubiquitination/dégradation de p27KIP1

	Des différences d’expression selon l’âge
	Relance de la prolifération par inhibition de p21CIP1 et p16INK4a


	Mécanismes de régulation de la prolifération des CE : tentative de synthèse


	PARTIE EXPERIMENTALE
	OBJECTIF DE CETTE THESE
	ARTICLE 1
	Cell cycle genes expression in adult human corneal endothelium

	ARTICLE 2
	Original method for pan-corneal endothelial viability assessment. Application to precut endothelial grafts by eye bank

	CONCLUSION ET PERSPECTIVES
	BIBLIOGRAPHIE

	ANNEXES
	CURRICULUM VITAE
	EXPERIENCE PROFESSIONNELLE
	Depuis septembre 2009
	Depuis octobre 2006

	CURSUS UNIVERSITAIRE & FORMATIONS
	COMPETENCES ACQUISES
	Langues
	MEMBRE DE SOCIETES SAVANTES & CONSEILS SCIENTIFIQUES
	ACTIVITES D’ENSEIGNEMENT
	LISTE DES PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS
	PUBLICATIONS
	COMMUNICATIONS

	ARTICLES
	ARTICLE 1
	Ex vivo Gene Electrotransfer to the Endothelium of Organ-Cultured Human Corneas
	ARTICLE 2
	Use of Poloxamers for Deswelling of Organ-Cultured Corneas
	ARTICLE 3
	Adaptation des banques de cornées à la préparation et à l’évaluation des greffons cornéens adaptés aux nouvelles techniques de greffe
	ARTICLE 4
	Starting the Zebrafish Pineal Circadian Clock with a Single Photic Transition



