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Résumé

Les personnes diabétiques présentent un risque accru de développer des plaies chroniques, le plus
souvent au niveau du pied, pouvant mener jusqu’a I'amputation. Les causes de ce défaut de
cicatrisation sont encore mal connues. Il a cependant été montré qu’une des conséquences de
I'hyperglycémie est I'accumulation de produits terminaux de glycation, ou AGEs, tel que le Ne-
(carboxymethyl)lysine (CML), au niveau de la peau des patients. Notre projet a eu pour objectif de
mettre en évidence les effets de la glycation au niveau cutané afin de mieux comprendre les défauts

de cicatrisation des diabétiques.

Dans un premier temps, notre travail a consisté a étudier le comportement des fibroblastes dermiques
humains en réponse a un agent de glycation fort : le glyoxal. Nous avons montré une diminution
importante de la prolifération et de la migration cellulaire a la suite d’'une accumulation de CML. Il
apparait qu’en présence de glyoxal les fibroblastes produisent correctement le collagéne | mais sont
incapables de le cliver et/ou de I'assembler correctement. Ces résultats suggérent que la glycation
pourrait retarder la fermeture d’une plaie et induire une fragilité cutanée. Nous avons également pu
mettre en évidence une forte accumulation de vésicules lipidiques dans le cytoplasme des fibroblastes
en réponse au glyoxal, ce qui traduit un déséquilibre important du métabolisme des lipides comme il
est observé chez les diabétiques. Les résultats obtenus en présence de metformine montrent que

cette molécule permettrait de limiter 'accumulation lipidique.

Par la suite, un modele de peaux 3D avec kératinocytes, fibroblastes et cellules endothéliales a été
testé en présence de glyoxal et/ou de metformine. Le glyoxal induit une diminution de la maturité des
vaisseaux sanguins, une forte perturbation de la différenciation épidermique avec notamment une
diminution de I’épaisseur de I'épiderme et de I'expression de la kératine 1. Dans un autre modele 3D
complexe, permettant d’étudier la cicatrisation, nous avons montré que la migration des kératinocytes
est drastiquement diminuée apres traitement au glyoxal. Ces modéles 3D nous ont permis de mettre
en évidence que la metformine est capable de rétablir partiellement la différenciation épidermique et
d’améliorer la stabilité des vaisseaux sanguins, mais ne permet pas d’augmenter la migration des

kératinocytes.

Enfin, nous avons testé un un pansement contenant de la metformine sur des plaies de compression
chroniques induites chez la souris diabétique de type Il, la souris Db/Db. Sur ce modeéle in vivo nous
n’avons cependant pas pu mettre en évidence une amélioration de la cicatrisation en présence de

metformine.



Ces travaux de thése ont permis de mettre en évidence que la glycation est a I'origine d’une
perturbation forte de différents parametres essentiels au processus de cicatrisation comme la
migration, la prolifération, la différenciation et le remodelage de la matrice extracellulaire. Ces études
pourront dans I'avenir servir de modele afin de tester des molécules thérapeutiques innovantes

comme par exemple la metformine qui montre certains résultats trés encourageants.
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Abstract

Diabetic patients are at risk of developing chronic wounds such as diabetic foot that can lead to
amputation. The causes of this wound healing defect are still poorly understood but, it has been shown
that Advanced Glycation End products (AGEs) like Ne-(carboxymethyl)lysine (CML), resulting from
chronic hyperglycemia, are accumulated in the skin. We aimed to highlight cutaneous glycation effect

to better understand wound healing delay among diabetic patients.

First, we studied human dermal fibroblast behavior after the addition of a strong glycating agent:
glyoxal. We showed an accumulation of CML and a drastic decrease of proliferation and migration. It
appeared that in presence of glyoxal, collagen | is produced correctly but it does not mature properly
and it cannot induce the formation of collagen fibers. These results are evidence of the pronounced
effect of glycation on wound healing and skin quality. Diabetes patients present an imbalance of lipids
metabolism and we showed a strong accumulation of lipid droplets in fibroblasts cytosol after glyoxal

treatment. We proved that metformin could prevent lipid droplets accumulation.

Next, a 3D skin model with keratinocytes, fibroblasts and endothelial cells was performed with glyoxal
and metformin. Glyoxal decreased vessels maturity, disturbed epidermal differentiation including a
decrease of epidermal thickness and keratin 1 expression. A 3D wound healing skin model showed a
slowdown of keratinocyte migration in response to glyoxal. These 3D models allowed us to highlight
that metformin is able to restore epidermal differentiation, to ameliorate vessels stability but cannot

increase keratinocytes migration.

Finally, we tested a metformin-containing dressing on chronic compression wounds in diabetic mice

but metformin did not seem to improve wound healing in these conditions.

Taking together, our results could explained skin fragility found in diabetic patient. In fact, glyoxal
seemed to act at different level and disturbed some wound healing stage, such as proliferation,
migration, neo-epidermis formation and remodeling of ECM. All our experiments could be used to
study related skin diabetic complications and could help to test new therapeutic approach such as

metformin, which shows encouraging results.
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Jonction

Dermo-épidermim Epiderme
Fibres Nerveuses !
Glande sébacée
Derme

Folicule pileux

Réseaux vasculaire
sanguin

Glande sudoripare

Figure 1. Structure et composition de la peau humaine
L'épiderme est composé en majorité de kératinocytes et correspond au compartiment le plus

superficiel de la peau. La jonction dermo-épidermique délimite I'épiderme du derme sous-jacent
vascularisé qui est composé en majorité de fibroblastes. Le derme comporte également de
nombreuses annexes cutanées. Le tissu adipeux dermique est situé en profondeur et est composé
principalement d’adipocytes.
Schéma réalisé sur Biorender
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1 Lapeau
1.1 Structure

La peau joue un réle social trés important, en reflétant I'image que le sujet a de lui-méme : c’est
incontestablement l'interface entre I'individu et la société. C’est aussi le reflet de notre santé, de nos
origines ethniques, de nos émotions et de notre age. Mesurant entre 1,8 et 2 m? et représentant 15
% du poids total de I'adulte, la peau est I'organe le plus étendu du corps humain (Kanitakis 2002).

Outre son importance sociétale et personnelle, la peau remplit de nombreuses fonctions vitales. Ses
propriétés mécaniques lui conférent une résistance aux agressions physiques. Son pH acide, ses
fonctions immunitaires, son microbiote et la production de peptides antimicrobiens empéchent la
pénétration d’agents pathogenes ou allergenes. La pigmentation cutanée permet, elle, de protéger
I’organisme des rayons solaires. Au-dela de ses capacités de protection, la peau régule les échanges
entre le milieu intérieur et extérieur, en assurant I’équilibre des entrées et sorties d’eau pour éviter la
déshydratation. C’est aussi un lieu de thermorégulation, de par les échanges thermiques qui s’y
opeérent via le réseau vasculaire et I’élimination de la chaleur par la sueur. L'innervation sensitive
permet la perception d’informations venant de I'extérieur et dépend de nombreux récepteurs
cutanés. Par exemple, les mécano-récepteurs vont permettre de ressentir les vibrations, la pression,
le toucher alors que les thermo-récepteurs vont, quant a eux, intervenir dans la perception de la
chaleur. La peau est aussi métaboliquement active par la production de vitamine D3 sous I'effet des
rayons UVB. L’ensemble de ces caractéristiques participe a ce qui est défini comme la fonction barriere
de la peau. Le développement et le maintien d'une peau saine avec une barriére cutanée pleinement

fonctionnelle est le role ultime d'une peau normalement développée et mature.

La peau est constituée de 3 couches distinctes mais cohésives : I'épiderme en surface, le derme et le
tissu adipeux dermique en profondeur (Figure 1). Chez I'homme, I'épaisseur de ces couches varie
considérablement en fonction de la localisation anatomique. Concernant le derme, il est le plus épais
sur le dos ou il est 30 a 40 fois plus épais que I'épiderme sus-jacent.

Des annexes cutanées sont également présentes comme des glandes sécrétrices (sudoripares et
sébacées) et des follicules pileux (Figure 1). La jonction dermo-épidermique (JDE) assure la cohésion

entre le derme et I'épiderme et est constituée d’une structure particuliere appelée la lame basale.
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Figure 2. Structure de |'épiderme et composition cellulaire

Les kératinocytes sont les cellules majoritaires de I'épiderme. Les mélanocytes, les cellules de Merkel
est indiqué sur ce schéma)
Image issue de www.vectorstock.com

et les cellules de Langerhans sont les autres types cellulaires décrits dans I’épiderme (leur localisation

Ca?*

Couche cornée

Loricrine
Couche granuleuse

Transglutaminase

Filagrine
Involucrine
Couche épineuse
K1, K10

Gaine épithéliale

interne

Gaine
‘épithéliale
externe
Matrice

Couche Basale
K14, K5

Ki67, PCNA

B Jonction adhérente mm Hémidesmosome == Desmosome

Figure 3. Marqueurs spécifiques de I’épiderme
épiderme est constitué de différentes couches de plus en plus différenciées depuis la couche basale
renseignés.

jusqu’a la surface. Des exemples de protéines spécifiques de ces différentes couches sont ici
apres (Fuchs and Raghavan 2002)
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1.1.1 Epiderme

L’épiderme est un tissu épithélial pavimenteux pluristratifié et kératinisé. D’origine ectodermique, il
forme le tissu le plus externe de la peau. Son épaisseur moyenne est de 100 um et varie selon la région
anatomique. L'épiderme le plus fin est celui de la paupiere, il mesure moins de 0,1 mm. Au contraire
au niveau des paumes et de la plante des pieds, la couche épidermique est tres épaisse et peut
mesurer jusqu’a 1,5 mm. Le film hydrolipidique produit par les glandes sébacées et les kératinocytes,
participe a la fonction barriere. L'épiderme est kératinisé et imperméable, les pertes hydro-
électrolytiques sont controlées et la pénétration d’éléments exogenes est limitée. Ces fonctions sont
essentielles puisque la peau n’est pas une surface plane, elle comporte environ 5 millions
d’appendices tels que les follicules pileux et les canaux sudoripares (Figure 1). La surface estimée a
2m? est en réalité considérablement augmentée par la présence de ces appendices. Il a été estimé a
25 m? la surface accessible par I’ensemble des bactéries qui colonisent la peau : le microbiote (Gallo
2017). L’épiderme est constitué a 90 % de kératinocytes, les 10% restant correspondent a des

mélanocytes, des cellules de Langerhans et des cellules de Merkel (Figure 2).

Pour former I'épiderme, les kératinocytes passent par un programme de différenciation étroitement
régulé. Du plus profond vers la surface de la peau, on distingue la couche basale, la couche épineuse,

la couche granuleuse et la couche cornée (Goleva et al. 2019) (Figure 2).

Les kératinocytes de la couche basale proliferent et les cellules filles migrent en surface suivant une
différenciation morphologique et biochimique : la kératinisation qui peut prendre jusqu’a 28 jours
(Kanitakis 2002). Il existe un grand nombre de kératines qui s’expriment dans I'épiderme depuis la

couche basale jusqu’a la desquamation, seules les plus importantes seront décrites ici (Figure 3).

1.1.1.1 Couche basale

Les kératinocytes de la couche basale sont organisés en une seule couche cellulaire. Les cellules sont
cubiques ou prismatiques, jointives et mesurent entre 6 et 10 um avec un large noyau basophile. La
couche basale correspond au compartiment prolifératif, elle contient des cellules souches qui vont
permettre le renouvellement constant de I'épiderme, tout en assurant le renouvellement du
compartiment souche (Fortunel and Martin 2012). Les cellules mitotiques se situent le plus souvent
dans le creux des crétes épidermiques et a I'intérieur des annexes cutanées et sont responsables d’un
renouvellement complet de I'épiderme. Seulement 15 % des cellules basales sont impliquées dans le
renouvellement physiologique et perpétuel, les autres sont dans un état de quiescence et
n’interviennent qu’en cas de Iésions cutanées (Baroni et al. 2012, Blanpain and Fuchs 2006). Des

marqueurs prolifératifs tels que Ki67 ou PCNA sont retrouvés au niveau de la couche basale.
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Mélanocytes Kératinocytes

Noyau Noyau

Figure 4. Mélanogenése et phagocyte des mélanosomes par les kératinocytes
Description du mécanisme de sécrétion des mélanosomes par les mélanocytes qui sont phagocytés

par les kératinocytes. La mélanine est ensuite dispersée en position apicale des noyaux des
kératinocytes.
D’apres (Ando et al. 2012)
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Les principales protéines structurelles de I’épiderme sont les kératines. Les kératines prédominantes
au niveau de la couche basale sont la K14 et la K5. Elles s’assemblent en hétéro-dimeres pour former
un réseau de filaments intermédiaires de 10 nm organisé en tonofilaments autour du noyau (Blanpain
and Fuchs 2006, Jacob et al. 2018). Le réseau de kératine est associé aux hémi-desmosomes qui
assurent I'ancrage de |'épiderme a la JDE sous-jacente, et aux desmosomes qui permettent d’assurer
un lien fort entre cellules adjacentes (Basler et al. 2016, Fuchs and Raghavan 2002)(Figure 3). Les
kératinocytes basaux expriment également des intégrines a3p1 et a6B4 qui assurent la cohésion a la
JDE. De plus, on note la présence de jonctions adhérentes qui forment un pont entre les cytosquelettes
d’actine de cellules voisines (Fuchs and Raghavan 2002). Les kératines 14 et 5 jouent également un
role dans le maintien de la capacité de prolifération des kératinocytes et empéchent I'entrée en

différenciation (Alam et al. 2011).

Dans la couche basale, les mélanocytes sont a I'origine de la pigmentation cutanée. On retrouve un
mélanocyte pour 4 a 10 kératinocytes basaux (Kanitakis 2002). Grace a leurs prolongements, les
mélanocytes sont en contact avec 30 a 40 kératinocytes dans I'épiderme (Figure 2). lls sont
responsables de la synthése de mélanine qui est empaquetée dans des mélanosomes Figure 4) (Ando
et al. 2012). Les mélanosomes sont phagocytés par les kératinocytes puis la mélanine se disperse en
position apicale des noyaux des kératinocytes afin de les protéger des rayons UV et ce mécanisme

concerne plus particulierement les noyaux des cellules souches (Figure 4).

Les cellules de merkel représentent une petite partie de la population cellulaire de la couche basale
(Figure 2). Elles participent a la mécano-réception et plus particulierement a la sensibilité tactile
(Boulais 2007). En réponse a des stimuli, des neuropeptides sont libérés dans I'espace intercellulaire

jusgu’aux terminaisons nerveuses cutanées (Misery and Gaudillere 1996, Tachibana 1995).

1.1.1.2 Couche épineuse

La couche épineuse s’organise en 5 a 15 couches de cellules volumineuses de 10 a 15 um qui
s’aplatissent de plus en plus vers les couches les plus superficielles (Kanitakis 2002). Le cytoplasme des
kératinocytes épineux est éosinophile et comporte un noyau volumineux et vésiculeux. Les kératines
1 et 10 commencent a s’exprimer dans ce compartiment et sont trés bien organisées en tonofilaments.
Il existe une grande cohésion entre les cellules avec un nombre important de desmosomes. En effet,

I'abondance des desmosomes donne un aspect épineux aux cellules lors des
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Figure 5. Différents granules de kératohyaline dans un kératinocyte de la couche granuleuse
Observation au microscope électronique a transmission d’un épiderme de souris. F indique les
granules F qui renferment la pro-fillagrine. L, indique les granules L qui contiennent la loricrine. Barre
d’échelle =0,5 um.

D’apreés (Ishitsuka and Roop 2020)
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préparations histologiques avec la rétractation des membranes cytoplasmiques (Eckert and Rorke
1989, Viac et al. 1985). C’est d’ailleurs de cette observation qu’est né le nom de cette couche. C’est ici
gque commence a s’exprimer l'involucrine qui est le premier précurseur de I'enveloppe cornée. Nous
retrouvons également des cellules de lI'immunité appelées cellules de Langerhans qui sont

présentatrices d’antigenes et classer comme cellule dendritiques (Figure 2) (Deckers et al. 2018).

1.1.1.3 Couche granuleuse

1 a 3 couches de kératinocytes correspondent a la couche granuleuse qui est la derniére couche
nucléée de I'épiderme. Les cellules sont aplaties et avec un noyau ovale. La chromatine, I'appareil de
Golgi et les mitochondries commencent a se raréfier. Les tonofilaments de kératine 1 et 10 sont
répartis de facon aléatoire. Le nom de cette couche est di a la présence de granulation car y sont
retrouvés des corps lamellaires et des granules de kératohyaline qui vont étre essentiels a la synthése

de I'enveloppe cornée.

Les corps lamellaires d’Odland sont issus de I'appareil de Golgi et possédent une double membrane
(Tarutani et al. 2012). Au pdle apical de la couche granuleuse, les corps lamellaires déversent leur
contenu dans I'espace intercellulaire et transportent des lipides de type cholestérol et acides gras
saturés mais aussi des protéines comme la cornéodesmosine (CDSN) (Haftek et al. 1997, Jonca et al.
2011). Ces corps lamellaires sont impliqués dans le processus de desquamation et de formation d’une
couche péri-cellulaire lipidique. Cette couche lipidique agit comme une barriere contre les substances
étrangeres hydrophiles (Kanitakis 2002, Lee S. H. et al. 2006, Ponec et al. 2001). Les granules de
kératohyaline sont volumineux, et basophiles (Freeman and Sonthalia 2020). Ces granules ne
comportent pas de membranes externes puisqu’il s’agit d’agrégats de protéines insolubles (Freeman
and Sonthalia 2020). On distingue les « granules F » de forme irréguliére, et les « granules L » plus
petits et de forme ronde (Figure 5) (Steven et al. 1990). Les granules F, renferment le précurseur de la
filagrine, la pro-filagrine, sous une forme inactive et insoluble (Sandilands et al. 2009). Les granules L
contiennent des précurseurs de I’'enveloppe cornée comme la loricrine. C'est ainsi que les précurseurs
de I'enveloppe cornée commencent a s’exprimer. L'involucrine déja présente en petite quantité dans
la couche épineuse s’accumule dans la couche granuleuse. On retrouve également la transglutaminase

essentielle a la formation de I'enveloppe de la couche cornée.

1.1.1.4 Couche cornée

La couche cornée est la couche la plus externe de I'épiderme et marque le stade final de la maturation

et du développement des kératinocytes. Elle est constituée de 4 a 20 couches de cellules
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Figure 6. Structure de I’enveloppe cornée
Schéma représentant la structure et les principaux composants de I’enveloppe cornée.

D’apres (Candi et al. 2005)
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aplaties et kératinisées : les cornéocytes. lls ne contiennent aucun organite cytoplasmique et pas de
noyau. Tels des briques, les cornéocytes baignent dans une matrice extracellulaire lipidique qui fait
office de mortier. Cette organisation permet de réguler la perméabilité, d’initier la desquamation,
d’exclure les toxines et de mettre en place une absorption chimique sélective, tout en ayant une
activité peptidique anti-microbienne (Bosko 2019, Egawa and Kabashima 2018, Goleva et al. 2019). La
couche cornée est divisée en stratum conjunctum, profond dense et cohésif et en stratum disjunctum,
plus lache et en superficie (Murphrey et al. 2020). Dans la couche cornée, ce sont les cornéo-
desmosomes qui sont responsables de la solidarité des cornéocytes (Figure 6.). Pour ce faire, les corps
lamellaires liberent de la cornéodesmosine qui va s’incorporer au niveau des desmosomes a I’origine
des cornéo-desmosomes (Figure 6) (Jonca et al. 2011, Robinson et al. 1997). La protéolyse des cornéo-
desmosomes au niveau du stratum disjunctum participe au phénomene de desquamation (Caubet et

al. 2004, Eckhart et al. 2013).

L’enveloppe cornée est une coque protéique insoluble et rigide qui remplace la membrane plasmique
(Figure 6). La concentration en calcium augmente de plus en plus dans les couches supra-basales
(Figure 3) et ce phénomene est au coeur de la formation de I’enveloppe cornée. Son assemblage se
déroule en plusieurs étapes (Kalinin et al. 2001). Durant I'initiation au niveau de la couche épineuse,
I'envoplakine, la périplakine et linvolucrine s’associent a la membrane plasmique de facon
dépendante du calcium et via la transglutaminase 1 et 5. Petit a petit I'envoplakine, la périplakine et
I'involucrine forment une couche mono-moléculaire le long de la surface interne de la membrane
plasmique (Figure 6). Au pble apical de la couche granuleuse, les corps lamellaires commencent a
déverser leur contenu lipidique dans I'espace extracellulaire. Les glucosylcéramides et la
sphingomyéline sont convertis en céramides et les phospholipides sont convertis en acides gras libres
et en glycérol (Feingold 2007). Par la suite, la transglutaminase 1 lie une partie des oméga-
hydroxycéramides et des acides gras libres a la face externe de I’enveloppe (Eckhart et al. 2013, Nemes
and Steinert 1999). L’augmentation du calcium participe également a la dégradation des granules F
de kératohyaline au péle apical de la couche granuleuse. La pro-filagrine est alors déphosphorylée et
soumise a protéolyse pour libérer de nombreux monomeres de filagrine (Sandilands et al. 2009). Au
niveau de la couche cornée, ces monomeres se lient et enveloppent les filaments intermédiaires de
kératine 1 et 10. Le réseau de kératine s’agrege et s’épaissit, ce qui a pour effet de condenser le
cytosquelette des kératinocytes. La phase la plus tardive de la formation de I'enveloppe cornée est
I'ajout de loricrine. Plus de 80% de I'enveloppe est constituée de loricrine qui est complexée a des
nombreuses protéines SPR (Small proline rich) via la transglutaminase 1 et 3 (Kalinin et al. 2001)

(Figure 6).
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Figure 7. Organisation complexe de la matrice extracellulaire dermique
De nombreuses protéines interviennent dans I'organisation de la matrice extracellulaire dermique.

Leur intéraction bien définie est essentielle pour I'adhésion a la matrice et leur migration au sein de
celle-ci.
D’apres (Xue M. and Jackson 2015)
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Figure 8. Différents domaines moléculaires des collagenes fibrillaires
Description de la structure moléculaire des collagenes fibrillaires. G : Glycine, X est souvent la proline

et Y I'hydroxyproline, COL: domaine hélicoidal collagénique, NC: parties non collagéniques
globulaires, aa : acides aminés. Les fleches indiquent le lieu de clivage des extrémités par les N- et C-
protéases.

Réalisée sur power point
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1.1.2 Derme

D’origine mésodermique, le derme est un tissu conjonctif innervé et vascularisé. Composé d’une
matrice extracellulaire (MEC) riche, sécrétée par les fibroblastes, le derme est un tissu nourricier et de
soutien qui assure la résistance mécanique de la peau. Les fibroblastes sont les cellules les plus
abondantes et sont responsables de la synthese de la MEC et de son remodelage via I'expression de
métallo-protéases (MMPs). La MEC du derme est un ensemble de macromolécules de type
glycoprotéines (dont les collagénes), protéoglycanes et élastine (Figure 7). On distingue le derme
papillaire et le derme réticulaire, dans lesquels il a été montré que les fibroblastes sont issus de lignées

différentes (Driskell et al. 2013).

1.1.2.1 Composants de la matrice extracellulaire

La MEC dermique a longtemps été décrite comme inerte et passive. En réalité, elle présente un rdle
actif et complexe en régulant la prolifération, la migration, la différenciation et la mort cellulaire. De

plus, il existe de nombreuses pathologies associées a des mutations des composants de la matrice.

1.1.2.1.1 Lagrande famille des collagénes

Les collagénes sont des molécules trimériques composées de 3 chaines polypeptidiques a, qui
contiennent n répétitions d’'une séquence (Glycine-X-Y) ou X est souvent la proline et Y
I’hydroxyproline (Ricard-Blum and Ruggiero 2005). Ces répétitions permettent la formation d’une
triple hélice droite qui est caractéristique de la superfamille du collagene. L’association des chaines en
triple hélice peut se faire de fagcon homotrimérique avec des chaines identiques ou en hétérotrimére
avec des chaines différentes. De facon générale, les chaines a contiennent un domaine hélicoidal
collagénique (COL) central, flanqué par des parties non collagéniques globulaires (NC) qui seront

clivées une fois sécrétées dans I'espace extracellulaire.

Aujourd’hui, on dénombre 28 membres génétiquement distincts numérotés en chiffre romains de | a
XXVIII. Dans le derme, on distingue 3 sous-familles de collagenes, les collagenes |, Il et V dit fibrillaires,
les collageénes XlI, XIV et XVI dit FACITS (Fibril associated collagen with interrupted triple helix) associés
aux fibres de collagene et enfin le collagéne VI, seul membre de sa famille, qui va former des filaments
perlés qui s’enroulent autour des faisceaux de collagéne fibrillaires (Ruggiero et al. 2005). |l existe
également des collagénes qui forment des filaments d’ancrage comme le collagene VII présent a la

jonction dermo-épidermique.

La sous-famille des collagénes fibrillaires est la plus abondante dans le derme. Ils sont constitués d’une
large région collagénique ininterrompue de 300 nm avec environ 1000 acides aminés (COL1), ainsi que

d’un petit domaine hélicoidal en N-terminal (COL2) (Figure 8). Les régions non
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Figure 9. Ultrastructure des fibres de collagéne
Observation au microscope électronique a transmission de fibre de collagéne qui révele la striation

périodique des fibres.

Figure extraite de (Ricard-Blum and Ruggiero 2005)
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Description détaillée de la synthése des collagenes fibrillaires depuis le réticulum endoplasmique
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collagéniques sont NC1 en C-Terminal et NC2 / NC3 en N-terminal, elles seront clivées dans I'espace

extracellulaire lors de la maturation du collagene (Figure 8).

Ces collagenes fibrillaires partagent la capacité unique de s’agréger en des fibres hautement
organisées avec un modele ultra-structural en répétitions de bandes qui forme des striations (Figure
9). Les collagenes les plus présents dans le derme sont les collagenes |, Il et V, leur ratio et leur
assemblage est tres contrblé et est essentiel dans la fibrillogenéese. Le collagene V forme des fibres

hétérotypiques avec le collagene | afin de réguler le diametre des fibres (Birk 2001).

La biosynthése de ces collagenes a partir de leur ARNm débute a la surface du réticulum
endoplasmique granuleux (REG) (Figure 10). Au fur et a mesure de leur synthése, les chaines pro-a
rentrent dans le REG ou elles vont subir des modifications post-traductionnelles de type glycosylation
et hydroxylation des résidus proline et lysine (Myllyharju and Kivirikko 2004). Les chaines pro-a se lient
par 3 via leur extrémité C-terminale au niveau du domaine NC1 et s’assemblent ensuite en triple hélice
pour donner naissance au pro-collagéne (Figure 10). Les molécules de pro-collagéne, sont
transportées dans des vésicules de transport du REG vers I'appareil de golgi. Durant ce transport, les
molécules commencent a s’agréger latéralement et sont prétes pour étre sécrétées (Bonfanti et al.
1998). Une fois dans I'espace extracellulaire, les extrémités C- et N- terminales (appelées N- et C-
propeptides) sont clivées par des N- et C- protéases (Figure 10). Le collagene ainsi maturé s’assemble
progressivement en fibres, et ce réseau est enfin consolidé par I'action de la lysyl oxydase qui va

former des « cross link » entre les fibres.
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Figure 11. Organisation moléculaire des protéoglycanes
Schéma représentant I’association d’une protéine via une sérine a un GAG (glycosaminoglycane) pour

former un protéoglycane. A et B sont des exemples de GAG (chondroitine sulfate, dermatane sulfate,
kératane sulfate, héparine sulfate, héparine, acide hyaluronique) répétés n fois.
Issue de 4°™ edition de Molecular Biology of the Cell
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1.1.2.1.2 Les protéoglycanes

Les protéoglycanes correspondent a I'association d’une protéine avec un glycosaminoglycane (GAG)
via un tétrasaccharide lié a une sérine d’une protéine (Figure 11). La composition structurelle d’un
GAG se base sur la répétition d’unités disaccharidiques. Il existe 6 types de GAGs : la chondroitine
sulfate, le dermatane sulfate, le kératane sulfate, I'héparane sulfate, I’'héparine et I'acide hyaluronique
(Lee D. H. et al. 2016b, Oh et al. 2011, Taylor and Gallo 2006). La chaine de sucre est synthétisée dans
I"appareil de golgi via des glycosyl-transférases. L’acide hyaluronique est une exception puisque sa
synthése s’effectue a la membrane plasmique pour étre sécrété directement dans la matrice

extracellulaire.

Les GAGs contiennent de nombreux groupes carboxyles et sulfates chargés négativement, ainsi ils
jouent un réle important dans le maintien de I’eau dans les tissus et sont donc des éléments clés pour
I’hydratation de la peau (Oh et al. 2011). Par exemple I'acide hyaluronique est capable d’absorber des

molécules d’eau jusqu’a 1000 fois son poids moléculaire (Anderegg et al. 2014).

Les protéoglycanes participent a de nombreuses fonctions physiologiques comme I'adhésion et la
migration cellulaire ou encore la formation de la jonction dermo-épidermique (Kolset and Tveit 2008,
Parish 2006, Tkachenko et al. 2005). Par exemple, la décorine se lie a différents type de collagenes et
de fibres élastiques pour réguler leur synthese (Danielson et al. 1997). Au niveau de la membrane
basale on retrouve le collagéne XVIII et le perlécan qui est essentiel a la survie et a la prolifération des

kératinocytes (Sher et al. 2006).

1.1.2.1.3 Les fibres élastiques

Alors que le collagéne participe a la résistance aux forces de traction, les fibres élastiques contribuent
a I'extensibilité et au retour a la normal de la peau, ce qui permet de résister a des déformations

mécaniques répétées sans subir de dommages irréversibles.

Les fibres élastiques sont essentielles a I’'homéostasie cutanée bien qu’elles ne représentent que 2 %
de la portion dermique. Elles sont constituées a 90 % d’élastine qui va conférer les propriétés
élastiques a la peau qui est soumise a de nombreux stress mécaniques. L'élastine est principalement
produite par les fibroblastes, bien que les kératinocytes en soient également capables (Weihermann
et al. 2017). Les fibres élastiques correspondent a I'association de 2 composants majeurs : un coeur
interne d’élastine réticulé et insoluble avec une enveloppe externe microfibrillaire (Noblesse et al.
2004). Les microfibrilles sont principalement constituées de fibrilline associée a de nombreuses
molécules MAGP (pour « Microfibril-Associated Glycoprotein» ; Fibuline; protéoglycanes ...). La

biosynthese des fibres élastiques commence par la synthése d’une forme soluble de I’élastine : la
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Figure 13. Structure des laminines 332 et 511
D’apres (Sugawara et al. 2008)

Figure 14. Structure de la Ténascine-X
Observation au microscope électronique a transmission de la Ténascine-X et sa représentation
schématique sous forme de trimére. Barre d’échelle = 50nm. D’apres (Valcourt et al. 2015)
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tropo-élastine. Afin d’assurer sa stabilisation dans I'espace intercellulaire, la tropo-élastine se lie a
I’'EBP (Elastin Binding Protein) dans le réticulum endoplasmique, est transloquée dans I'appareil de
golgi puis dans des vésicules de sécrétion jusqu’a I'espace extracellulaire (Davis and Mecham 1998,
Hinek 1995, Hinek and Rabinovitch 1994). A la surface cellulaire, la tropo-élastine va s’agréger, on
parle de coacervation, puis elle va ensuite restée attachée a cette surface. Ces larges agrégats se
déposent sur les microfibrilles et la lysyl oxydase permet alors la réticulation de la tropo-élastine sur

les microfibrilles (Figure 12).

1.1.2.1.4 Autres protéines de la matrice

Les laminines sont de grandes glycoprotéines extracellulaires qui sont des composants essentiels des
lames basales. Elles sont impliquées dans la liaison a la MEC mais aussi dans l'interaction cellule-
matrice. Toutes les laminines sont composées de 3 chaines : a, B et y, qui sont assemblées grace a des
ponts disulfures. L'ultrastructure des laminines ressemble a une croix avec un large domaine
globulaire a la base en C-terminal subdivisé en 5 sous-domaines qui font partie de la chaine o (Figure
13). Le domaine globulaire représente le principal site d’interaction avec des récepteurs
membranaires de type intégrine ou syndécan. Les laminines majoritaires au niveau de la peau sont la
332 et la 511, elles jouent un réle important au niveau de la jonction dermo-épidermique (Rousselle
and Beck 2013, Sugawara et al. 2008). La fibronectine est une protéine matricielle qui intervient dans
I’adhésion, la migration, la prolifération et I'apoptose des cellules. Elle joue un role particulierement
important lors de la cicatrisation, elle peut étre associée aux collagénes | et Il afin de favoriser la

prolifération ou le remodelage de la matrice (Patten and Wang 2020).

La famille des ténascines fait partie des protéines de la MEC avec 4 membres : les ténascines -X, -R, -
W et -C. La ténascine-X est associée a de nombreux types de collagene et exerce une fonction
architecturale cruciale. Elle est composée de 5 domaines distincts : un peptide signal, un domaine
hydrophobe, une série de répétition de motifs EGF (Epidermal Growth Factor)-like, un nombre
important de module de fibronectine Il et un domaine de fibrinogéne globulaire en C-terminale
(Valcourt et al. 2015). La ténascine-X va s’organiser en trimére grace aux extrémités N-terminales
(Figure 14), elle fait partie intégrante du réseau de collagéne, et régule notamment I'espace et la

cohésion entre les fibres de collagéne (Valcourt et al. 2015).
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MMP-1 Collagénes |, II, I, VIl et X
Collagénases MMP-8 Collagenes |, I1, 1l
MMP-13 C_ollagene_s [, I, IIIf I_V, IX, X et XI_V.
Fibronectine, Laminines, Ténascine
MMP-2 Co_llagenes_l, 1V, Y’ VII_et X
Fibronectine, Ténascine
Gélatinases
Collagénes |, III, IV, Vet VII
MMP-9 Elastine, Fibrilline
Collagénes IV, V, IX et X
MMP-3 Fibronectine, Elastine, Nidogéne
Stromélysines -
MMP-10 Collagenes IV, V, IX et X

Fibronectine, Elastine, Laminines

Table 1. Exemple de MMPs et de leurs substrats
D’apres (Caley et al. 2015)
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1.1.2.2 Régulation de la matrice extracellulaire

Le remodelage et le renouvellement de la MEC sont régulés par des MMPs et par leurs inhibiteurs les
TIMPs (pour Tissue Inhibitors of Metalloproteases). Différentes cellules de la peau sont capables de
produire des MMPs : les fibroblastes, les kératinocytes, les neutrophiles ou encore les mastocytes. Les
MMPs également appelées matrixines sont dépendantes du zinc et peuvent étre classées en différents
groupes selon leur substrat (Caley et al. 2015). On distingue par exemple les collagénases, les
gélatinases ou encore les stromélysines, chague MMP pouvant dégrader des substrats particuliers

(Table 1).

Les MMPs vont jouer un rble important lors de la cicatrisation, en permettant la migration des

kératinocytes et des fibroblastes afin de refermer la plaie.

L’homéostasie de la matrice est finement régulée par la balance MMPs / TIMPs. Dans le cadre de la
cicatrisation les MMPs et les TIMPs sont exprimées de fagon trés précise en fonction du stade. Un
déséquilibre de 'lhoméostasie du derme peut mener a une fragilité cutanée importante de par la
dégradation de divers composants de la matrice ou peut engendrer des défauts de cicatrisation

(Dalton et al. 2005, Zigrino et al. 2016).
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papillaire f#;qerm,iqué S
Derme
réticulaire

Figure 15. Histologie d’'une peau humaine, organisation du derme
La photo représente une coupe transversale de peau humaine colorée a I’lhématoxyline / éosine (HE)

(x200).
D’aprés (Ji and Li 2016)

PAPILLAIRE RETICULAIRE

Figure 16. Différence entre les fibroblastes papillaires et réticulaires

F et G représentent des photographies a contraste de phase de fibroblastes papillaires et réticulaires
respectivement. H et | représentent des fibroblastes papillaires et réticulaires respectivement apres
immuno-marquage de l'actine en rouge et de la vinculine en vert. Ces marquages permettent
d’analyser le cytosquelette des cellules et d’observer leur capacité d’étalement. Barre d’échelle = 2,5
um. D’apres (Mine et al. 2008)
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1.1.2.3 Organisation du derme

1.1.2.3.1 Derme papillaire

Le derme papillaire se situe sous la jonction dermo-épidermique, et présente des papilles dermiques
qui forment des invaginations dans I'épiderme (Figure 15). Ces papilles dermiques permettent une
plus grande surface de contact avec I'épiderme sus-jacent et logent les terminaisons nerveuses et des
micro-vaisseaux (Schulze et al. 1997, Stucker et al. 2002). La densité cellulaire est importante, avec un
fort taux de prolifération de fibroblastes fusiformes (Figure 16) (Janson D. G. et al. 2012, Mine et al.
2008). Les fibroblastes du derme papillaire régulent la croissance du poil et participent au contrdle du
muscle arrecteur du poil (Driskell et al. 2013, Thulabandu et al. 2018). Le derme papillaire comprend
une faible densité de collagéne et les fibres élastiques sont moins riches en élastine, on retrouve
surtout des microfibrilles (Meigel et al. 1977, Rippa et al. 2019). Il a été montré que les fibroblastes
papillaires synthétisent plus de protéoglycanes que de collagenes et que leur sécrétion était plus
bénéfique sur la viabilité et la survie des kératinocytes sus-jacent (Janson D. et al. 2017, Smith M. M.
and Melrose 2015). Contrairement aux collagénes |, Il et V qui sont présents dans toute la profondeur

du tissu, il est possible de distinguer des collagénes spécifiques des régions papillaire et réticulaire.

Au niveau papillaire, on retrouve principalement du COL Xl et XVI, mais Nauroy et al, montrent une
augmentation de production du COL VIl par les fibroblastes papillaires afin de participer a I’élaboration
de la jonction dermo-épidermique (Nauroy et al. 2017, Ruggiero et al. 2005). Seuls quelques
fibroblastes papillaires sont positifs pour le marquage o SMA, marqueur de la capacité de contraction

des fibroblastes (Janson D. G. et al. 2012).

1.1.2.3.2 Derme réticulaire

Le derme réticulaire est présent plus en profondeur et représente la plus grande portion du derme.
Cette partie est riche en collagenes (organisés en fibres denses) et en fibres élastiques qui participent
aune MECtres ordonnée. Les fibroblastes réticulaires sont étalés et peu prolifératifs et sont a I'origine
d’une grande production de MEC dans laquelle ils baignent (Driskell et al. 2013). L’élastine est
présente en plus grande quantité et de fagon surprenante un des marqueurs du derme réticulaire
serait le collagene XI qui est principalement retrouvé au niveau du cartilage, il jouerait ici une fonction
particuliere qui reste a déterminer (Nauroy et al. 2017). On retrouve également du COL XIV qui

apparait au début du derme réticulaire et finit par envahir tout le derme.

La plupart des fibroblastes réticulaires expriment a-SMA de facon plus importante, ce qui leur confere

une capacité de contractilité plus élevée (Janson D. G. et al. 2012, Wang J. et al. 2008).
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Figure 17. Jonction dermo épidermique

Schéma de la structure complexe de la jonction dermo épidermique qui permet de délimiter et de

faire le lien entre I’épiderme et le derme sous-jacent.
D’apres (Tasanen et al. 2019)
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Récemment Korosec et al, ont découvert des marqueurs de surface qui discriminent les fibroblastes
papillaires des réticulaires. L’association de FAP* (Fibroblast Activation Protein) et CD90" représente
des fibroblastes avec un potentiel prolifératif important qui sécretent PDPN (Podoplanine) et NTN1
(Nétrine 1), qui n‘ont pas la capacité de se différencier en adipocytes (Korosec et al. 2019). Au
contraire, les marqueurs FAP et CD90* correspondent a des fibroblastes qui sécretent ACTA2 (Actin
Alpha 2), MGP (Matrix Gla protein), PPARy (Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma) et
CD36 et sont capables de suivre une différenciation adipogénique, ce qui est représentatif des

fibroblastes réticulaires.

Il est important de noter que dans des conditions de culture in vitro, les fibroblastes papillaires se

différencient petit a petit en fibroblastes réticulaires (Janson D. et al. 2013).

1.1.2.4 Jonction dermo-épidermique

La JDE est une structure trés organisée qui permet de faire le lien entre I'épiderme et le derme sous-
jacent. Il s’agit d’une lame basale qui sert de support d’ancrage de I'épiderme sur le derme et qui est
essentielle pour réguler les échanges moléculaires et cellulaires. Elle permet le transport de
nutriments venant du réseau vasculaire dermique jusqu’aux kératinocytes basaux. La JDE mesure de
50 a 100 nm et est constituée de protéines de haut poids moléculaire de type laminines, collagénes,
nidogene et perlécan (Aumailley 2020, Behrens et al. 2012). Pour faire le lien entre le derme et
I’épiderme, la laminine 332 est reliée aux intégrines a6PB4 exprimés par les kératinocytes basaux au
niveau des hémi-desmosomes (intégrine a6pB4, plectin, et de BP230 et 180) et des points de contact
focaux (Borradori and Sonnenberg 1999) (Figure 17). Le réseau de collagene de type IV est relié aux
laminines par le nidogéne et le perlécan (Behrens et al. 2012). Le collagene VIl intervient ensuite en

faisant le pont entre le collagéne IV et le collagéne | du derme (Figure 17) (Tasanen et al. 2019).

1.1.3 Tissu adipeux dermique

Le tissu adipeux dermique intervient dans le stockage d’énergie, I'isolation thermique et le soutien
mécanique (Alexander et al. 2015). Historiquement, on parlait de tissue adipeux sous cutané mais la
nomenclature a changé récemment. En effet, il a été montré que chez 'homme il existe un tissu
adipeux dermique, présent en grande majorité et sans délimitation distincte et un tissu adipeux sous
cutané ayant une morphologie et des fonctions différentes (Cappellano et al. 2018, Driskell et al.

2014). Les cellules majoritaires du tissu adipeux dermique sont les adipocytes qui dérivent de
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Figure 18. Adipocytes et fraction vasculaire stromale
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Figure 19. Réseau vasculaire cutané
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précurseurs mésenchymateux appelés les pré-adipocytes (Chen S. X. et al. 2019, Macotela et al. 2012).
Les adipocytes stockent les lipides sous forme de triglycérides et les libérent sous forme d’acide gras.
Ce mécanisme permet de gérer les réserves énergétiques selon les besoins de I'organisme (Flier 1995).
Ce tissu est un tissu métaboliquement important car les adipocytes matures sécretent de nombreuses
molécules comme des adipokines mais aussi des cytokines (TNFa, IL-6) (Carey et al. 2006, Rosen and
Spiegelman 2006). Les adipocytes sont entourés d’une fraction vasculaire stromale formée de MEC et
de fibroblastes dispersés, de pré-adipocytes, de cellules souches, endothéliales et immunitaires
(Figure 18) (Bi et al. 2019, Morris et al. 2015). Les cellules immunitaires représentent le second type
de cellules les plus abondantes dans le tissu adipeux dermique. C’est en 2014 que Mraz et Haluzik I'ont
décrit comme un organe immunitaire responsable d’'une réponse inflammatoire locale dans le cas
d’obésité ou de diabete (Mraz and Haluzik 2014). Dans des conditions physiologiques, les cellules
immunitaires sont responsables de I’'homéostasie du tissu car elles sont capables d’éliminer les cellules
apoptotiques, d’induire le remodelage de la MEC et d’intervenir dans I'angiogenese (Schipper et al.

2012).

1.1.4 Vascularisation cutanée

Dans la peau, la distribution du sang est assurée par des artéres qui proviennent du tissu profond au
niveau de I’hypoderme (Figure 19). Le sang nourrit et irrigue le derme en formant des plexus. Le plexus
vasculaire profond se trouve entre le derme réticulaire et le tissu adipeux dermique, le plexus
superficiel, dit papillaire, se trouve, quant a lui, a la jonction dermo-épidermique (Figure 19) (Deegan
and Wang 2019). Ce réseau vasculaire organisé participe a la thermorégulation, la nutrition, la

communication intercellulaire et a la réponse immunitaire.

Les vaisseaux matures sont entourés d'une membrane basale, composée principalement de collagene
de type IV et recouverte de laminine avec des cellules musculaires lisses et des péricytes qui favorisent
la survie des cellules endothéliales et permettent la stabilité des vaisseaux (Figure 20) (Carmeliet
2003). Les péricytes ont été décrits il y a plusieurs décennies et constituent un groupe cellulaire issu
de la souche mésenchymateuse des cellules musculaires lisses (Crocker et al. 1970). Il s’agit de cellules
coniques avec de long et fins processus cytoplasmiques qui s’étirent et entourent le tube endothélial.
Ces cellules péri-vasculaires partagent la membrane basale des vaisseaux sanguins et des cellules
endothéliales, elles influencent également la stabilité et la souplesse des vaisseaux. Les péricytes
présentent des caractéristiques de cellules multipotentes, car elles peuvent se différencier en
fibroblastes, cellules musculaires lisses ou encore en ostéoblastes, chondrocytes ou adipocytes
(Farrington-Rock et al. 2004). Ces cellules présentent donc un intérét important dans la réparation ou

la régénération tissulaire.
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Figure 21. Innervation sensorielle de la peau

Le disque de Merkel correspond a la terminaison nerveuse en forme de disque qui rejoint une cellule
de Merkel présente dans la couche basale de la peau. Les corpuscules de Meissner sont situés dans le
derme papillaire et sont constitués de cellules lamellaires horizontales encastrées dans le tissu
conjonctif. Les corpuscules de Pacini sont présents dans le derme profond et dans I’hypoderme, la
capsule qui entoure la terminaison nerveuse est organisée en superposition lamellaire. Les
corpuscules de Ruffini sont également présents dans le derme profond et correspondent a une capsule
allongée en fuseau.

SC : Stratum Cornéum ; SC : Stratum Granulosum ; SS : Stratum Spinosum, SB : Stratum basal. D’apres
(Abraira and Ginty 2013)
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1.1.5 Innervation cutanée

La peau est un organe sensoriel important, permettant de ressentir I’environnement, grace a une
innervation par le systeme nerveux périphérique. On distingue les fibres nerveuses sensitives qui sont

majoritaires et les fibres nerveuses autonomes.

Les fibres nerveuses autonomes se limitent au derme en innervant les glandes sudoripares, le follicule
pileux ou encore les vaisseaux sanguins. Des neuromédiateurs comme I’acétylcholine vont stimuler la

sécrétion des glandes sudoripares (Gagnon and Crandall 2018).

Les fibres nerveuses sensitives innervent aussi bien le derme que I'épiderme et le tissu adipeux
dermique sous forme d’un réseau tridimensionnel. Ces fibres sensitives permettent le sens du toucher
et de la douleur par I'activation de mécanorécepteurs. Le toucher est médié par des fibres avec des
terminaisons encapsulées comme les corpuscules de Meissner et de Pacini qui permettent les
sensations de vibration, ou encore les disques de Merkel et les corpuscules de Ruffini qui transmettent
la sensation du toucher avec pression (Figure 21) (Abraira and Ginty 2013, Lumpkin et al. 2010). Il

existe également des terminaisons nerveuses libres qui participent a ces sensations.

D’autre part, les nocicepteurs vont étre responsables de la sensation de douleur, les
thermorécepteurs de la perception de la chaleur et enfin les pruricepteurs vont déclencher la

sensation de démangeaisons (Misery 2014, 2020).

1.1.6 Annexes cutanées

1.1.6.1 Glandes sudoripares

Les glandes sudoripares sont classées en 2 grands types : eccrine et apocrine (Sato et al. 1989). Les
glandes eccrines déversent la sueur a la surface de I'épiderme, les apocrines au niveau des follicules
pileux. Durant I'exercice physique ou a la suite d’un stress, I'évaporation de la transpiration permet
d’évacuer la chaleur. Il a été rapporté que nous perdons entre 0,2 a 3 L/h en fonction de notre activité
physique et de notre environnement (Barnes et al. 2019). Entre 2 et 4 millions de glandes eccrines
sont réparties sur la surface du corps, ce sont les plus nombreuses et elles sont responsables de la
production du plus grand volume de transpiration. Les glandes eccrines sont composées de deux
éléments fonctionnels constitués d’un épithélium tubulaire simple : un serpentin sécrétoire et un
canal (Sato and Sato 1983). Elles permettent d’évacuer la transpiration composée principalement
d’eau et de NaCl, mais il a été montré qu’elle contenait de nombreux micronutriments comme du K-,
Ca%, Mg*, Fe%, des vitamines mais également des métabolites, des cytokines et du cortisol (Baker

and Wolfe 2020).
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Figure 22. Follicule pileux
Le schéma représente un follicule

pileux qui s’invagine dans le derme. Les points rouges

correspondent a la localisation des cellules souches qui nichent dans cette structure.

D’apres (Pastar et al. 2014)
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1.1.6.2 Follicule pileux et glandes sébacées

La présence de poils et de cheveux est caractéristique des mammiféres ou ils interviennent dans de
nombreux processus physiologiques comme : l'isolation thermique, la dispersion de la sueur, la
protection physique ou encore les fonctions sensorielles et tactiles. Le follicule pileux est reconnu
comme un mini-organe complexe de la peau qui constitue I'unité pilo-sébacée avec les glandes
apocrines, le muscle arrecteur et les glandes sébacées (Schneider et al. 2009). Le follicule pileux plonge
dans le derme et est composé d’une tige pilaire et de deux gaines épithéliales, une interne et une
externe (Figure 22). Il se forme en grande majorité pendant le développement embryonnaire, leur
nombre est donc déterminé des la naissance. Les follicules pileux subissent un cycle bien précis. On
distingue d’abord la phase de croissance dite anagene qui peut durer entre 2 et 6 ans. La phase
suivante est une phase de transition de 2 a 3 semaines ou le poil commence a régresser, il s’agit de la
phase catagéne. Le poil finit ensuite par se dégrader lors de la phase télogene. La libération du follicule

pileux lors de la phase exogene permet de recommencer un cycle pour former un nouveau poil.

Les glandes sébacées sont holocrines et correspondent a des appendices multilobés constitués de
sébocytes. Chargés en lipides, les sébocytes finissent par éclater et libérer leur contenu, le sébum, via
leur canal a la surface de I'épiderme. Le sébum participe a la lubrification de la peau afin de protéger
du dessechement, des rayonnements solaires et il posséde des propriétés bactério- et fungi- statiques

(Shamloul and Khachemoune 2020).

L’unité pilo-sébacée loge de nombreuses cellules souches au niveau du bulge du follicule pileux et des

glandes sébacées (Figure 22) (Pastar et al. 2014).
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Figure 23. Différentes phases de la cicatrisation

Le graphique représente l'intervention des différentes cellules qui vont jouer un réle dans la
cicatrisation en fonction du temps. Le temps de cicatrisation s’entrecoupe en différentes phases qui

sont représentée dans les rectangles colorés.
D’apres (Pence and Woods 2014)
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1.2 La cicatrisation

La cicatrisation est un processus complexe qui va mener a la réparation ou a la régénération d’un
tissue |ésé. La régénération conduit a une reconstruction compléte du tissu qui va revenir a un état
normal via la prolifération et la migration cellulaire. La réparation passe par la formation d’un tissu
conjonctif fibreux et qui va aboutir a la formation d’une cicatrice. L'intégrité de la peau joue un réle
crucial dans le maintien de ’lhoméostasie physiologique du corps humain. Une Iésion au niveau de la
peau, est une véritable porte d’entrée pour I'environnement extérieur vers notre organisme, qui va
tout mettre en ceuvre pour rétablir la barriere cutanée. La cicatrisation nécessite I'intervention d’un
grand nombre de types cellulaires et se décomposes en 3 phases distinctes mais chevauchantes (Witte

and Barbul 1997) (Figure 23) :

- L’hémostase et I'inflammation
- La prolifération

- La maturation, le remodelage de la matrice extracellulaire

Des modifications ou perturbations d’évenements lors de I'une de ces 3 phases peut mener a des

retards de cicatrisation ou a I'apparition de plaies chroniques.

1.2.1 Phase inflammatoire : Hémostase et inflammation

Une blessure est percue comme une réelle agression par le systeme immunitaire. L’organisme va tout
d’abord mettre en place 'hémostase dans les premieres heures aprés une lésion qui met a nu
I’endothélium vasculaire. Le saighement va permettre de nettoyer la plaie en dirigeant les agents
bactériens vers I'extérieur de I'organisme. La vasoconstriction et la formation d’un caillot de fibrine
médié par I'agrégation des plaquettes au contact de la matrice extracellulaire assure I’'hémostase et
le comblement temporaire de la plaie. Le caillot comprend de la fibrine, de la fibronectine mais aussi
de la thrombine (Golebiewska and Poole 2015, Witte and Barbul 1997). Les plaquettes et le caillot de
fibrine induisent la libération de cytokines et de facteurs de croissance comme : le PDGF (Platelet-
Derived Growth Factor), le TGF- B (Transforming Growth Factor) et le PAF (Platelet-Activating Factor)
(Golebiewska and Poole 2015). Cette véritable matrice provisoire va permettre la migration des

leucocytes, des fibroblastes et des cellules endothéliales.

L’'hémostase va permettre l'initiation de I'inflammation. Les neutrophiles circulent dans le sang dans
un état de quiescence, leur activation et recrutement au niveau du site de la Iésion sont effectués par
les facteurs de croissances et cytokines exprimés par les plaquettes dans le caillot de fibrine mais aussi
par des peptides N-formyl libérés par les bactéries et les cellules endommagées (Mantovani et al.

2011, Nami et al. 2016). Une fois installés, les neutrophiles continuent de libérer des médiateurs
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Figure 24. Phase de prolifération lors de la cicatrisation.
Schéma représentant la langue de migration qui avance au travers de la matrice provisoire pour

refermer la plaie. Le tissu de granulation contient des fibroblastes, des cellules endothéliales et des
cellules immunitaires. L’objectif de cette phase est de diminuer la surface du tissu Iésé par contraction
des fibroblastes, angiogenése et ré-épithélialisation.

D’apres (Rousselle et al. 2019)
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chémo-attractants pour attirer d’autres neutrophiles. Ce sont les premiéres cellules de I'immunité a
arriver sur le site de la plaie avec un pic au 2™ jour, leur concentration diminue ensuite graduellement
(Figure 23). Les neutrophiles sont indispensables dans cette phase précoce de I'inflammation de par
leur capacité de phagocytose et de sécrétion de protéases. Ils neutralisent les bactéries locales et
dégradent les tissus dévitalisés (Kolaczkowska and Kubes 2013, Weiss 1989). Les granules libérés par
les neutrophiles instaurent le recrutement de monocytes qui vont se différencier en macrophages
pour devenir la population la plus importante au site de la plaie (Figure 23). Les macrophages vont
reconnaitre les PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) et les DAMPs (danger-associated
molecular patterns) via leur récepteur PRR. La production d’INF y et TNF o (par ex : les Lymphocytes
T, ou les cellules présentatrices d’antigenes) va induire la différenciation des macrophages en
phénotype inflammatoire M1. Les M1 expriment des cytokines pro-inflammatoires de type
interleukines ( IL-1, IL-6, IL-12) ainsi que des espéces réactives de I'oxygéne et du nitrogéne nécessaires
pour éliminer les pathogénes (Mosser and Edwards 2008). Les neutrophiles et les macrophages

coopérent dans l'initiation, I’évolution et la résolution de la phase inflammatoire.

L'inflammation est un processus essentiel a la cicatrisation afin d’éviter tout risque d’infection mais
cette étape doit se stopper pour éviter l'installation de plaies chroniques inflammatoires. En effet,
I'action des neutrophiles sur le long terme finit par dégrader la matrice extracellulaire et peut devenir
délétere a la cicatrisation. Les neutrophiles apoptotiques sont éliminés par les macrophages par un
processus appeler |'efférocytose (Khanna et al. 2010). La synthése du miR-21 pendant I’élimination
des neutrophiles participe a la transition des macrophages M1 vers un phénotype M2 « anti-

inflammatoire » (Fadok et al. 1998, Yao et al. 2021).

Le controle de la phase inflammatoire et sa transition vers un phénotype non inflammatoire est

essentiel a I'initiation de I’étape de prolifération (Landen et al. 2016).

1.2.2 Phase de prolifération

Une fois la phase inflammatoire effectuée, le caillot de fibrine est remplacé par un tissu conjonctif, le
tissu de granulation, qui contient des fibroblastes, des cellules endothéliales et des cellules
immunitaires (Figure 24). L'objectif de cette phase est de diminuer la surface du tissu Iésé par

contraction des fibroblastes, angiogenése et ré-épithélialisation.

1.2.2.1 Contraction des fibroblastes

Les fibroblastes des zones non |ésés migrent au centre de la plaie sous I'effet du PDGF, du FGF

(Fibroblast Growth Factor), du TGF - et de I'IL-1, principalement sécrétés par les cellules
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D’apres (Guerra et al. 2018)

Figure 26. Schéma d’un réseau vasculaire néoformé lors de la cicatrisation en vue transversale

Les néo-vaisseaux en orange, s’organisent de facon circulaire autour de la plaie. Les vaisseaux en vert

s’échappent de fagon radiale pour effectuer un pont avec le réseau vasculaire non Iésé (en bleu). Le

réseau non lésé s’organise autour des follicules pileux (point rouges).
D’apres (Sorg et al. 2017).
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immunitaires (Werner and Grose 2003). Les fibroblastes commencent également a proliférer et
progressent dans le tissu cicatriciel via I'action de MMPs de type -1, -2, -3, -14 et -19 qui dégradent
la MEC (Loffek et al. 2011). A ce moment, les fibroblastes sécretent en majorité du collagene de type
11, ce qui modifie le ratio physiologique collagéne I/ collagéne III (5 :1) (Xue M. and Jackson 2015). Il a
été établit que la contraction du tissu de granulation est en grande majorité d{ a des fibroblastes qui
se différencient au contact du TGF-P : les myofibroblastes (Desmouliere et al. 1993, Majno et al. 1971).
Ces cellules sécretent du collagene et possedent des capacités contractiles importantes induites par
I’expression et I'incorporation d’a-SMA dans leur cytosquelette d’actine. Les myofibroblastes vont

s’accumuler aux bords de la plaie et permettre leurs rapprochements par contraction.

1.2.2.2 Angiogenese

La néo-vascularisation est un phénomene crucial lors de la cicatrisation physiologique. La micro-
vascularisation joue un réle dés le départ au moment de I’hémostase, en effectuant I'initiation du long
et complexe processus qu’est la cicatrisation. Ce processus physiologique est essentiel puisqu’il va
permettre le rétablissement d’un flux sanguin normal et par conséquent un échange suffisant
d’oxygene et de nutriments (Carmeliet and Jain 2011). La matrice provisoire va étre le point de départ
de la formation des nouveaux vaisseaux qui vont venir nourrir la plaie en terme de cellules
immunitaires afin d’éliminer les débris cellulaires (Sorg et al. 2017). L’angiogeneése implique
notamment la réorganisation de la membrane basale, la prolifération des cellules endothéliales,
I"association en structure tubulaire et le recrutement de cellules péri-vasculaires : les péricytes (Figure

25).

Lors de la cicatrisation, les vaisseaux sont exposés a des facteurs pro-angiogéniques, leur membrane
basale se réorganise et les cellules endothéliales commencent a proliférer et migrer ce qui entraine
un prolongement du vaisseau. Afin de rétablir le flux sanguin, la densité vasculaire augmente et les
prolongements vasculaires fusionnent avec ceux des vaisseaux voisins grace a un processus appelé
I"'anastomose. Les vaisseaux non perfusés vont régresser en des processus apoptotiques. Le systeme
peut alors revenir a un état de quiescence lorsque les vaisseaux sont de nouveaux recouverts de
péricytes (Figure 25). Les nouveaux vaisseaux vont s’organiser d’une fagon trés précise autour de la
Iésion (Figure 26). lls vont se placer de fagon circulaire directement au bord de la plaie, puis vont
s’organiser radialement pour alimenter les vaisseaux intérieurs en se raccordant au réseau non lésé

de la peau.

L'angiogenése est finement régulée par des programmes génétiques et de nombreux facteurs

chimiques qui permettent d’activer les cellules. La famille des facteurs de croissance endothéliaux
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Figure 27. Derniére phase de cicatrisation : le remodelage de la matrice extracellulaire.
Schéma représentant le remodelage de la MEC qui permet le remplacement du tissu de granulation

riche en myofibroblastes et en collagéne de type Ill en une matrice plus physiologique composé de
collagene de type | en majorité. Les cellules inflammatoires et les myofibroblastes meurent petit a
petit par apoptose.

D’apres www.mcwallin.com
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vasculaires (VEGF) sont les principaux régulateurs de I'angiogenése. La liaison du VEGF sur son
récepteur VEGFR stimule la prolifération, la migration, la différenciation et la survie des cellules
endothéliales ce qui permet la formation de nouveaux vaisseaux (Koch and Claesson-Welsh 2012).
Outre la famille des VEGFs, d’autres facteurs de croissance interviennent dans le processus

angiogénique comme le PDGF, le TGFf3 ou encore HIF (Hypoxia-inducible factor).

1.2.2.3 Ré-épithélialisation

Chez 'homme, la fermeture de la plaie s’effectue entre 60 et 80 % grace a la ré-épithélialisation qui
requiert la migration et la prolifération des kératinocytes (Volk et al. 2013). Seulement quelques
heures apres la blessure, les kératinocytes aux berges de la plaie commencent a migrer. La migration
est initiée par la perte d’inhibition de contact des kératinocytes. La langue kératinocytaire est formée
par des kératinocytes adjacents aux berges de la plaie, qui forment un véritable tunnel au travers de
la matrice de fibrine et se dirige via des mécanismes qui impliquent TGFB1 et I'EGF (Epidermal Growth
Factor) et requiert I’activation du plasminogéne (Ronfard and Barrandon 2001, Rousselle et al. 2019)
(Figure 24). De nombreuses métalloprotéases participent activement a la migration des kératinocytes,
par exemple, MMP1 et 9 sont exprimés par les kératinocytes en premiére ligne pour migrer et combler
la plaie. MMP9 est nécessaire a la destruction des tissus endommagés et de la matrice provisoire afin
de promouvoir une migration facilitée des kératinocytes (Michopoulou and Rousselle 2015). Ce n’est
que 2-3 jours apres le début de la cicatrisation que les kératinocytes basaux présents dans les follicules
pileux et les glandes eccrines sudoripares, commencent a proliférer afin d’enrichir la langue
kératinocytaire (Rittie et al. 2013, Rittie et al. 2016). Une fois que les kératinocytes sont arrivés au
milieu de la plaie, la migration est stoppée par inhibition de contact et les kératinocytes commencent

a se différencier afin de former un néo-épiderme.

1.2.3 Phase de remodelage

La phase de remodelage est la derniere phase de la cicatrisation qui peut durer jusqu’a 1 et 2 ans, elle
a pour but de remplacer le tissu de granulation par une matrice extracellulaire physiologique, la plus
proche d’un tissu non Iésé. Le tissu de granulation disparait petit a petit par apoptose des cellules
endothéliales, macrophages et myofibroblastes (Desmouliere 1995). Ce processus d’apoptose évite
notamment la formation de plaies hypertrophiques en empéchant une contraction et une production
excessive de collagéne (Figure 27). Le collagene Il produit dans le tissu de granulation est remplacé
petit a petit par du collagéne |, ce qui confere au tissu une meilleure résistance. Une fois que la ré-

épithélialisation est terminée, les myofibroblastes continuent de a sécréter des MMPs et des TIMPs.
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Figure 28. Différentes réactions menant a la production d’AGEs : La glycation

Le processus de glycation commence par la réaction du glucose avec une protéine (1) ou un acide
aminé libre (2). La réaction non enzymatique de Maillard commence par la formation de la base de
Schiff trés instable qui se réarrange en produit d’Amadori (3). Le clivage des produits d’Amadori
aboutit a la formation d’AGEs (4).

La dégradation ou I'autoxidation du glucose peuvent étre a I’origine de 3-DG, méthylglyoxal et glyoxal
(5). La voie des polyols mene par exemple a la formation de 3-DG et glyoxal (6). Le produit d’Amadori
peut se fragmenter en 3-DG (7). La péroxidation des lipides participe a la formation de glyoxal (8).

En réagissant avec le groupement amine d’une protéine ou avec un acide aminé libre, les a-
oxoaldéhydes produisent des AGEs (9).

Figure réalisée sur Biorender
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2 Glycation

2.1 Mécanisme de la glycation
2.1.1 Découverte de la glycation

C’est en 1912 que Louis-Camille Maillard, chimiste francais, observe des produits de couleur brune
apres la réaction a haute température de glucose avec de I'acide aminé glycine (Maillard 1912). Cette
observation résulte de la réaction initiale entre un sucre réducteur comme le glucose et un
groupement aminé. A I'époque, la théorie de Maillard était que cette réaction pouvait étre impliquée
dans la modification chimique des nutriments pendant la cuisson des aliments. Il émit également
I’hypothése que cette réaction pouvait avoir une importance en biologie humaine. Il a été le premier
a mettre en évidence un processus long et complexe : la glycation. 40 ans plus tard, Hodge a réalisé
une description des voies chimiques a I'origine des produits terminaux de glycation (AGEs) dans la
nourriture (Hodge 1953). Son article reste une référence dans le domaine, et son étude est encore
utilisée aujourd’hui (Hodge 1953). Les AGEs, en touchant plusieurs acides aminés, sont a I'origine

d’altérations structurales, fonctionnelles et irréversibles des protéines.

2.1.2 Processus de la glycation

La réaction de Maillard est non enzymatique car elle se fait de facon spontanée et peut prendre

plusieurs semaines ou mois pour générer des AGEs.

La premiere étape est la formation d’une réaction entre le groupement carbonyle d’un sucre
réducteur de type glucose et d’'une fonction amine libre d’un acide aminé isolé ou constitutif d’une
protéine. Le plus souvent, I'acide aminé en question est une lysine ou une arginine (Figure 28), mais
les sucres réducteurs peuvent également réagir avec des acides nucléiques et des lipides pour générer
des AGEs. La premiére réaction est réversible et mene a la formation de la base de SCHIFF par
condensation. Fortement instable, la base de SCHIFF va subir un réarrangement a I'origine de produits
de glycation précoces : les produits d’Amadori (Figure 28). Ces deux premieres réactions sont toutes
deux réversibles, mais le réarrangement complexe ainsi que des clivages sont a l'origine de la
formation irréversible d’AGEs. Par exemple, le clivage oxydatif des produits d’Amadori génére des

AGEs comme le CML (Ne-(carboxyméthyl) lysine) ou le pentosidine (Figure 28) (Miyata et al. 1997).

Les a-oxoaldéhydes ou dicarbonyles sont des produits intermédiaires de glycation trés important qui
regroupent majoritairement le glyoxal, le méthylglyoxal et le 3D-déoxyglucosone (3DG) (Figure 28 et
Figure 29. A). Il est important de comprendre que ces intermédiaires de la glycation sont capables de

générer des AGEs a leur tour en réagissant avec des acides aminés libres ou issu de protéines. Ces

61



A

o O OH
OL_° —» CML, G-H1 oM — Me-H1, CEL OMOH —» 3DG-H1
OH
Glyoxal Methylglyoxal (MG) 3-Deoxyglucosone (3-DG)
B .
AGEs libres NH; Nty
HO\"/[\/\/\ (8] HO\“/'\N\ J\H/OH
Y N
o] OH 0 0
N~(carboxymethyl)-lysine N(carboxyethyl)-lysine
(CML) (CEL) NH, g
o N._N
NH; ; y NH) " ! T})\/\/ l:g, o
H
HO\,H\/\,NTN HD\_‘/‘\/\,N\TN B OH
0 N,\Z o] NF( ﬁﬁ
o] o] HO  OH
Glyoxal-derived Methylglyoxal-derived 3-Deoxyglucosone-derived
hydroimidazolone 1 hydroimidazolone 1 hydroimidazolone 1
(G-H1) (MG-H1) (3-DG-H1)
AGEs capables de former des cross-links
j)\/\/\ N o
NH; N N ~_OH
wr NN __OH Y
NH, Neg 7 Y </ Ny-NH o
—~N o NHy “=N*
HO™ ™~ HO
HO i
Glucosepane Pentosidine

Figure 29. AGEs majoritaires et produits par les dicarbonyles
A/AGEs produits par les différents a-oxoaldéhydes. B/ Structure des AGEs les plus courants.
Figure extraire de (Brings et al. 2017)



composés ont une activité chimique tres élevée puisqu’ils sont 20 000 fois plus réactifs que le glucose

pour former des AGEs (Turk 2010).
Les dicarbonyles peuvent étre produits de différentes facons (Figure 28):

Thornalley et al, ont montré que les diarbonyles pouvaient aussi bien provenir de la dégradation
spontanée et physiologique du glucose mais également sous condition oxydative par |'autoxidation

du glucose (Thornalley et al. 1999).

La formation du 3-DG peut provenir du produit d’Amadori ou fructoselysine, qui se phosphoryle en
fructosamine-3-phosphate via la fructosamine-3-kinase (FN3K) puis se fragmente spontanément en
3DG (Kappler et al. 1997). Cette kinase intervient également dans la voie des polyols en phosphorylant

le fructose pour donner du fructose-3-phosphate précurseur du 3DG.

Le méthylglyoxal provient principalement du glucose par la voie glycolytique et plus précisément de
la fragmentation du triosephosphate qui perd son groupement phosphate par voie enzymatique ou
non. Le méthylglyoxal peut également parvenir de la fragmentation du 3-DG via le catabolisme d’une

thréonine (Beisswenger et al. 2003).

Le glyoxal peut étre un résultat de la péroxidation des acides gras polyinsaturés ou de la voie des

polyols (Figure 28) (Mlakar and Spiteller 1996, Onyango 2012).

Comme expliqué ci-dessus, les sources des dicarbonyles sont tres variées. Ces composés sont des

intermédiaires essentiels au coeur de la production d’AGEs (Figure 29.A).

La réaction entre le glyoxal et une lysine induit la formation de CML qui fut le premier AGE isolé (Figure
29. A) (Ahmed M. U. et al. 1986). Le CML est aujourd’hui un des bio-marqueurs majeur de la glycation
dans les tissus humain (Thorpe and Baynes 2002) Il a été détecté dans le cristallin, I'urine, mais aussi
le collagéne de la peau (Dunn et al. 1989, Dunn et al. 1991, Wadman et al. 1975). Il existe de nombreux
autres AGEs dont les plus courants sont listés dans la Figure 29. B. Il faut noter que certains AGEs
comme le glucosépane et le pentosidine, sont capables de former des cross-links en réagissant avec
deux résidus aminés différents, permettant ainsi de former des ponts entre les protéines glyquées

(Figure 29. B).

La glycation est un processus trés complexe car pour une protéine plusieurs destins sont possibles en
fonction de I'agent glyquant, ce qui crée une tres grande diversité d’AGEs. Par exemple, I'albumine de
sérum humain est glyquée sur 4 lysines par le glucose alors que le méthylglyoxal va préférentiellement

glyquer 5 arginines de cette méme protéine (Ahmed N. 2005, Iberg and Fluckiger 1986, Tessier 2010).
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2.1.3 Mode d’action des AGEs : La voie AGE-RAGE

Les AGEs se lient a leur récepteur RAGE (pour « Receptor for Advanced Glycation End products ») qui
est un récepteur transmembranaire ubiquitaire qui appartient a la super famille des récepteurs de
surface cellulaire de type immunoglobulines. RAGE comporte 3 domaines extracellulaires : un
domaine V (variable) de I'acide aminé (aa) 23 a 116, des domaines C (constants), C1, C2 de I'aa 124 a
221 et de I'aa 227 a 317 respectivement, puis ensuite une hélice transmembranaire (aa 343-363) et
enfin un petit domaine cytoplasmique (aa 363-404) (Moysa et al. 2019) (Figure 30). Pour étre
fonctionnel, le récepteur se dimérise et se stabilise via son domaine C2 qui se lie a un autre domaine
C2 par des ponts di-sulfure (Figure 30) (Xue J. et al. 2011). De par leur grande diversité, les AGEs se
lient uniquement au domaine extracellulaire variable qui est capable de reconnaitre les multiples
structures (Kislinger et al. 1999). La liaison de CEL (Ne-carboxy-ethyl-lysine) et de CML avec leur
récepteur a été associée aux complications du diabéte, a des inflammations chroniques et a la sévérité
de la maladie d’Alzheimer (Cai et al. 2016, Ramasamy et al. 2005). Outre les AGES, des médiateurs de
type cytokine de la famille S100, 'amphotérine ainsi que des protéines nucléaires libérées par les
cellules nécrotiques, peuvent se lier a RAGE (Moysa et al. 2019). Il y a donc une grande diversité de
ligands pour ce récepteur avec des spécificités de liaison propre a chacun mais cependant leur liaison

induit le plus souvent une réaction inflammatoire (Shen et al. 2020).

La forme soluble du récepteur (SRAGE), correspond au récepteur sans les parties transmembranaires
et cytoplasmiques (Figure 30). Il existe 2 isoformes possible de sSRAGE, une forme clivée au niveau de
la partie extracellulaire cRAGE, et esRAGE qui résulte d’un épissage alternatif de ’ARNm (Steenbeke
et al. 2020). cRAGE représente 75% des isoformes de sRAGE et est clivée par les métalloprotéases
ADAM10 et MMP9 (Raucci et al. 2008, Zhang L. et al. 2008). La liaison des ligands avec leur récepteur
RAGE augmente le phénomene de clivage, la concentration sanguine de sSRAGE pourrait donc refléter
I’expression tissulaire de RAGE (Colhoun et al. 2011). Avec uniquement la partie extracellulaire, SRAGE,
est capable de lier les mémes ligands que la forme compléte et agirait comme un leurre pour
I’organisme (Park et al. 1998). En effet, sans le domaine intracellulaire le signal n’est pas transmis a la
cellule, ce qui induit une compétition entre sSRAGE et RAGE et permet la régulation de la transmission

du signal.

Plusieurs voies sont potentiellement activées suite a la liaison d’AGEs sur leur récepteur RAGE comme
les voies MAPK-ERK et NADPH-oxydase. Ces voies activent le facteur de transcription NF-kB pour
transcrire des cytokines pro-inflammatoires, et induit un stress oxydatif important (Figure 31) (Ott et

al. 2014, Sorci et al. 2013).
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Chez des patients diabétiques, la liaison d’AGEs sur des neutrophiles polynucléaires augmente
I’expression de NADH-oxydase et induit la production d’especes réactives de I'oxygene (ROS) :il en
résulte un dommage des cellules endothéliales micro-vasculaires (Gupta et al. 2007). D’autre part un
régime riche en AGEs induit une augmentation de production de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a
par les macrophages de facon dépendante de RAGE (van der Lugt et al. 2018). Au contact des AGEs,
les macrophages et les fibroblastes gingivaux activent la voie MAPK-ERK et NF-kB pour augmenter
I'expression d’IL-6. Les fibroblastes isolés de patients diabétiques exposés aux AGEs activent
I'inflammasome NLRP3 via I'induction de ROS et rentrent rapidement en apoptose (Figure 31) (Dai et

al. 2019).

2.1.4 Mécanismes d’élimination physiologique des AGEs

Il est extrémement difficile pour I'organisme et la machinerie cellulaire d’éliminer les AGEs produits

et 'organisme a développé différentes méthodes pour palier a cette difficulté.

2.1.4.1 Protéolyse

Bien que plus résistantes aux systémes de dégradation développés par la cellule, les protéines
glyquées a demi-vie courte vont étre dégradées par protéolyse et libérer les AGEs libres anciennement
fixés dans I'organisme (Ahmed N. et al. 2005, Verzijl et al. 2000). Ce phénomene est augmenté chez
les patients diabétiques de type | et Il ce qui contribue a I'élévation et a la libération constante d’AGEs
libres dans le plasma, I'urine et les féces (Figure 32) (Ahmed N. et al. 2005). Au contraire les protéines

a demi-vie longue qui sont trés peu éliminées par protéolyse, vont accumuler les AGEs au fil du temps.

2.1.4.2 Intervention de la fructose amine 3 kinase

De facon intéressante la FN3K, initialement décrite comme étant a 'origine du 3DG aux capacités
hautement glycantes (Kappler et al. 1997), a ensuite été décrite comme une enzyme participant a la
déglycation (Delpierre et al. 2000, Szwergold et al. 2001). En effet, apres la phosphorylation de la
fructoselysine par la FN3K, la fructoselysine 3-phosphate, trés instable, se décompose en 3DG et en
une lysine non glyquée. Ce processus conduit a la déstabilisation du produit d’Amadori et donc a la
diminution de la glycation. Récemment, une étude a montré que certains variants de la FN3K qui la
rende plus efficace, étaient responsables de la diminution des complications vasculaires liées a la

glycation chez des patients diabétiques (Sartore et al. 2020).
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2.1.4.3 Le systeme glyoxalase

Le systeme glyoxalase est fortement conservé chez tous les organismes vivants et il correspond a la
coopération de 2 enzymes, la glyoxalase 1 (Glo1) et la glyoxalase 2 (Glo2) et nécessite la forme réduite
du glutathion (GSH) en tant que co-facteur (Dakin and Dudley 1913, Thornalley 1998). Ce systeme
enzymatique dit détoxifiant, permet d’empécher la formation d’AGEs dérivant du glyoxal et du
méthylglyoxal (Knight et al. 2010, Thornalley 2008). En effet, les dicarbonyles sont transformés en

hydroxy-acides qui ne possedent pas la capacité de glyquer des protéines.

Le méthylglyoxal et le glyoxal vont réagir de facon non enzymatique avec le GSH pour donner un
hémithioacétal. La Glol convertit ensuite I’'hémithioacétal en S-(2-hydroxyacyl) glutathion: S-
lactoylglutathion pour le méthylglyoxal, ou en S-glycolylglutathion pour le glyoxal (Figure 33). La
thiolestérase glyoxalase 2 hydrolyse les dérivés du S-(2-hydroxyacyl) glutathion pour produire un
aldonate et pour régénérer le GSH qui peut alors démarrer un nouveau cycle. Lorsque le substrat est
le méthylglyoxal, I'aldonate obtenu est le D-Lactate et lorsque c’est le glyoxal, on obtient du glycolate

(Figure 33) (Knight et al. 2010, Kuhla et al. 2005, Thornalley 1998).

2.1.5 Facteurs qui participent a la formation et a I'accumulation des AGEs

Il existe différents facteurs endogenes ou environnementaux qui favorisent la formation d’AGEs et

leur accumulation.

2.1.5.1 Facteurs environnementaux

2.1.5.1.1 Régime alimentaire

Bien que les AGEs puissent étre produits de facon endogene, ils peuvent aussi étre apportés par
I'alimentation. En effet, des teneurs plus élevées en AGEs sont détectés dans les aliments cuisinés a
forte température par exemple en les faisant brller, griller, frire ou rotir (Uribarri et al. 2010). Au
contraire, les aliments cuits a plus basse température ou dans I'eau présentent des taux d’AGEs plus
faible. Il faut savoir que 10 a 30 % des AGEs consommés sont absorbés par I'intestin, 1/3 sont excrétés
par 'urine ou les feces et 2/3 s’accumulent dans le corps (Koschinsky et al. 1997). Le taux d’AGEs dans
de I'huile de friture utilisée plusieurs fois est plus élevé par rapport a une huile qui n’a jamais été
chauffée (Chhabra et al. 2017). Une étude a été effectuée en comparant le taux plasmatique de CEL
chez des personnes suivant un régime riche en viande rouge transformée a celui de personnes suivant
un régime alimentaire équilibré sur le plan énergétique, riche en céréales complétes, en produits

laitiers, en noix et en l[égumineuses (Kim Y. et al. 2020b). L’analyse par
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chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie de masse a révélé des taux de CEL plus élevé

chez les personnes qui mangeait essentiellement de la viande rouge.

2.1.5.1.2 Cigarette

La combustion de cigarette est a I'origine de produits de glycation qui sont transférés dans le sérum
des fumeurs (Cerami C. et al. 1997). En effet, les métabolites de la nicotine et la nornicotine peuvent
catalyser des réactions aldoliques et provoquer une glycation aberrante des protéines (Dickerson and
Janda 2002). La production d’AGEs serait augmentée chez les fumeurs et I'inhibiteur de RAGE sRAGE
serait réduit, la voie de signalisation AGE-RAGE serait donc fortement activée avec la sécrétion de
cytokines pro- inflammatoires et la génération de ROS (Prasad et al. 2015). Prasad et al ; démontrent
méme que le ratio AGE/sRAGE est un trés bon marqueur chez les fumeurs pour prédire les maladies

cardiovasculaires.

2.1.5.2 Facteurs endogénes

2.1.5.2.1 Hyperglycémie

La réaction a la base de la formation des AGEs est la réaction d’un sucre avec un acide aminé libre ou
faisant partie d’'une protéine. Il est donc facile de comprendre que I’hyperglycémie, une augmentation
du taux de sucre dans le sang, participe activement a la formation exagérée d’AGEs (Shen et al. 2020).
Aragno et al, montrent qu’une consommation élevée en fructose provoque une accumulation d’AGEs
dans divers tissus associée a une résistance a l'insuline et a un désordre du métabolisme des lipides
(Aragno and Mastrocola 2017). Il est connu que les personnes diabétiques avec une hyperglycémie

chronique présentent des taux élevés d’AGEs dans différents tissus (Paolillo et al. 2019).

2.1.5.2.2 Vieillissement associé a un stress oxydatif

L'accumulation d’AGEs avec le vieillissement est liée a un stress oxydatif important et a une réponse
inflammatoire : ces mécanismes perturbent I'homéostasie tissulaire en causant des dommages
cellulaires. Chez les personnes agées, de nombreuses maladies sont induites par I'inflammation
comme des désordres cardiovasculaires, la maladie d’Alzheimer, I’athérosclérose ou encore le diabete
(Chung et al. 2019). Les AGEs au niveau du cceur sont 2,5 fois plus élevés chez les personnes agées par
rapport aux jeunes (Munch et al. 1997). D’autre part, chez le rat, Son et al, montrent une accumulation
d’AGEs et de RAGE dans le tissu adipeux viscéral avec I’dge, menant a une réaction inflammatoire avec

I’activation des macrophages (Son et al. 2016).
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2.1.5.2.3 Obésité

L'obésité est liée a de vastes problemes cardiovasculaires, a I'hypertension ou a la résistance a
I'insuline. Or, il a été montré que la production d’AGEs était augmentée dans le tissu adipeux et le
muscle squelettique lors de I'obésité et pouvait étre lié a ces complications associées a I'obésité. E
effet la perte de poids importante d’une personne obése (non diabétique) est liée a la diminution de
17 % du taux de CML dans leur sérum (Deo et al. 2017), au contraire le taux de CML augmente avec la
prise de poids (de la Maza et al. 2008). D’autre part, le tissu adipeux et le sérum de rats obéses

présentent des taux de méthylglyoxal plus élevés que les souris contrdles (Jia and Wu 2007).

2.1.5.2.4 Autres

Il existe d’autres causes qui conduisent a I'accumulation des AGEs, comme l'insuffisance rénale. En
effet les pathologies chroniques du rein sont associées a une augmentation du taux d’AGEs dans
I'organisme (Agalou et al. 2005, Rabbani and Thornalley 2018). La clairance est diminuée, I’élimination
des AGEs par l'urine ne se fait pas correctement et les AGEs libres s’accumulent dans les fluides
corporels.

Un déficit dans le systéme de glyoxalase ne permet pas de détoxifier les AGEs et par conséquent ceux-
ci s'Taccumulent.

Enfin, I'inflammation pourrait favoriser 'accumulation des AGEs car leur taux plasmatique est élevé
dans les maladies auto-immunes ou les rhumatismes inflammatoires (Chen Y. S. et al. 2009, Shen et

al. 2020).

2.2 Méthodes de dosage et de détection des AGEs

Il existe différentes méthodes pour détecter et quantifier les AGEs dans I'organisme. Leurs avantages
et inconvénients sont listés dans la table 2.

Technique Matériel Avantages Inconvénients
ELISA, Western Blot Sang, Urine, - Méthodes simples | - Impossibilité de
Protéines avec de différencier les AGEs
extraites d’'un nombreuses libres ou associés a
tissu ou de mesures possibles. des proteéines.
cellules - Détection d'AGEs | - Peu spécifique et
spécifiques reproductible
Chromatographie Sang, Urine, - Mesure trés Méthode plus complexe
liquide haute Protéines précise et couteuse
performance extraites d'un - Détection d’
tissu ou de AGEs spécifiques
cellules libres ou liés a des
protéines.
Immunofluorescence | Tissus ou Localisation Méthode invasive pour
ou Immunohistochimie | cellules tissulaire ou prélever la biopsie
cellulaire des
AGEs
Autofluorescence Tissu cutané Méthode non Difficulté de mesure sur
invasive, rapide, les peaux noires
prédictive des
complications

Table 2. Méthodes de détection et de quantification des AGEs
D’apreés (de Vos et al. 2016)
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2.3 Molécules anti-glycantes

Il existe un certain nombre de molécules anti-glycantes, ici nous allons nous concentrer sur les plus
étudiées : les guanidines, et les casseurs d’AGEs

2.3.1 Guanidine

Les molécules de la famille des guanidines diminuent la glycation en captant les composés
dicarbonyles, afin d’empécher leur action et la production d’AGEs qui en résulte : elles possedent en
parallele des activités anti-oxydantes. Ce sont donc des molécules thérapeutiques préventives, elles

ne permettent pas de détruire ou de casser des AGEs déja produits.

2.3.1.1 Aminoguanidine
L’aminoguanidine a été le premier inhibiteur d’AGEs proposé pour empécher I'action des dicarbonyles

comme le glyoxal, le méthylglyoxal ou le 3DG (Figure 34) (Brownlee et al. 1986). L'aminoguanidine va
par exemple réagir avec le glyoxal et le méthylglyoxal pour former des composés triazine (Colzani et
al. 2016, Lo et al. 1994). Comme vu précédemment, la voie AGE-RAGE conduit a la formation de ROS
qui participent a l'installation d’un stress oxydatif important et accélere le processus de glycation
(Bavkar et al. 2019, Colzani et al. 2016). Les molécules anti-oxydantes sont donc de bons candidats
pour limiter la glycation et ses effets néfastes. Or, il s’avere que I'aminoguanidine posséde des vertus
anti-oxydantes et protéges des effets du stress oxydatif. Elle est capable de séquestrer des ROS
comme le péroxyde d’hydrogene (H.0,), le radical hydroxyl (HO®) ou encore I'acide hypochloreux
(HOCI) (Pintus et al. 2018, Yildiz et al. 1998). L’aminoguanidine permet également d’inhiber la forme
inductible de NO synthase (iNOS) qui est a I'origine de I'accumulation de monoxyde d’azote (Misko et

al. 1993).

2.3.1.2 Metformine

La metformine est un dérivé des guanidines qui possede une structure similaire a 'aminoguanidine
(Figure 34). En 1999, Ruggiero-Lopez et al, démontrent pour la premiére fois que la metformine réagit
fortement avec le glyoxal et le méthylglyoxal en formant un produit guanidine-dicarbonyle : le
triazepinone (Figure 35) (Ruggiero-Lopez et al. 1999). Bien que la metformine et I'aminoguanidine
aient des structures similaires, les réactions chimiques qui bloquent I'action des dicarbonyles sont
différentes et ménent a des composés distincts. Nous pouvons noter qu’en présence de metformine,
les AGEs produits suite a I'incubation de glyoxal ou de méthylglyoxal avec de I'albumine sont réduits
de 37 % et 47 % respectivement. De plus, la metformine serait capable de diminuer les ROS chez des
souris hyperglycémiques diabétiques en plus de diminuer le taux d’hémoglobine glyquée dans le sang

(Al-Ani et al. 2021). La metformine permettrait donc d’atténuer le stress oxydatif induit par la
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glycation et les effets délétéres qui lui sont associés. Chez des patients diabétiques qui présentent une
hyperglycémie chronique et donc une glycation accrue, il a été montré que la metformine était
capable de diminuer le taux de CML, de RAGE mais également capable d’augmenter le niveau

d’antioxydants ainsi que la forme inhibitrice de RAGE : esRAGE (Adeshara et al. 2020).

2.3.2 Casseur d’AGEs

L'alagébrium (4,5-dimethyl-3-phenacylthiazolium chloride) et le PTB (N-phenacylthiazolium bromide)
sont des casseurs d’AGEs, capables de briser les liaisons carbone-carbone entre les AGEs issus des
dicarbonyles et les protéines pour libérer la protéine afin qu’elle retrouve sa fonction normal (Figure
34) (Forbes et al. 2003, Vasan et al. 1996). Une étude par HPLC (chromatographie liquide) démontre
gue des protéines glyquées de haut poids moléculaire ont la capacité de s’agréger avec I'alagébrium
(Hollenbach et al. 2003). Il est tout de méme tres difficile de briser les AGEs et le réle de I'alagébrium
reste controversé car d’autres études effectuées sur la peau et les tendons, ne montrent aucun effet
sur les AGEs pré-formés (Mentink et al. 2002, Yang S. et al. 2003a). D’autres analyses révelent que
I'alagébrium est également capable de capter le méthylglyoxal pour limiter son action (Kim T. and

Spiegel 2013).

2.4 Vieillissement et AGEs

Au début des années 80s, il a été montré que le vieillissement des protéines de la matrice
extracellulaire et les pathologies associées étaient potentiellement due a la réaction de Maillard. Cette
hypothése participe a I'intérét grandissant de la population scientifique pour la glycation in vivo
(Cerami A. 1985, Monnier and Cerami 1981). Etant donné la difficulté d’éliminer les AGEs notamment
sur les protéines a longue demi-vie comme I’élastine et le collagéne, ceux-ci s’accumulent au cours de
la vie et sont retrouvés en grande quantité dans le derme avec le vieillissement (Thornalley 2008, Xin
et al. 2021). Plusieurs AGEs stables s’accumulent avec I’age au niveau du collagéne et de I'élastine de
la peau comme le CML, CEL ou encore le pentosidine (Mizutari et al. 1997, Verzijl et al. 2000). Nous
savons que le collagéne est glyqué par le glucose sur 3 lysines préférentielles alors que les 18 autres
résidus lysine sont faiblement glyqués (Reiser et al. 1992). L’accumulation de ces AGEs contribue a des
déficits structuraux et fonctionnels des tissus durant le vieillissement. Les AGEs au niveau de la matrice
extracellulaire peuvent aussi créer une surface catalytique qui favorise un stress oxydatif
supplémentaire et déclenche un processus inflammatoire lié a I'oxydation (Baynes 2001).

Il a également été montré que les AGEs s’accumulaient au niveau de I'épiderme lors du vieillissement.
Plus précisément, les CML étaient retrouvés en grand nombre dans I'épiderme, la kératine 10 est

proposée comme cible préférentielle. La présence de CML au niveau de K10 pourrait
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participer a la perturbation de la barriere épidermique et expliquer la fragilité cutanée des personnes

dgées (Kawabata et al. 2011).

2.5 Diabete et AGEs

Outre ses répercussions dans le vieillissement, la glycation est également augmentée dans le cadre du
diabete. Les scientifiques ont commencé a s’intéresser a I'implication des AGEs dans la physiologie
humaine grace a la découverte de la premiere protéine glyquée in vivo : ’lhémoglobine (Kunkel and
Wallenius 1955). En 1968, Rahbar montre qu’une forme d’hémoglobine glyquée (HbAlc) est présente
a un taux supérieur dans les érythrocytes des patients diabétiques (Rahbar 1968). De plus, Monnier
et al, ont démontré une corrélation entre la glycation du collagene dermique et les complications liées
au diabéte (Monnier et al. 1986). Vlassara et son équipe ont étés parmi les premiers a recenser des
accumulations d’AGEs dans plusieurs tissus des patients diabétiques, dont le tissu cutané (Brownlee
et al. 1988). En effet, en 1993 on parle du diabéte comme une maladie caractérisée par un

vieillissement chimique accéléré des protéines (Dyer et al. 1993).

L’étude de la glycation prend alors une nouvelle dimension dans le domaine de la physiopathologie.

L'augmentation de la glycation avec I'accumulation d’AGEs qui en découle a été trés bien décrite chez

le diabétique.

Chez les personnes avec une fonction rénale normale, les AGEs libres et les précurseurs sont
rapidement éliminés de la circulation. Cependant dans des cas de néphropathie diabétique, il a été
observé une accumulation systémique des précurseurs de glycation et une augmentation du nombre
d’AGEs dans leur sérum (Baynes 2001). En effet, les dicarbonyles, hautement réactifs sont retrouvés
a des taux plus élevés dans le plasma de patients diabétiques favorisant la production d’AGEs (Scheijen
and Schalkwijk 2014). Cette augmentation est corrélée a de nombreuses dysfonctions, notamment au
niveau vasculaire, ou la glycation par le méthylglyoxal du collagéne IV de la membrane basale des
vaisseaux, compromet la survie des cellules endothéliales et I'angiogenése (Dobler et al. 2006). Les
AGEs s’accumulent dans la peau des diabétiques de la méme fagon que lors du vieillissement. L’auto-
fluorescence de la peau est corrélée a cette accumulation d’AGEs et il s’agit donc d’un moyen simple
pour mesurer les d’AGEs au niveau de la peau. Il a été montré que le collagéne insoluble issu de
patients diabétiques de type | présentait une fluorescence importante (Monnier et al. 1986). Il s’avere
que le pentosidine est le premier AGEs auto-fluorescent découvert, capable d’effectuer un cross-link
lysine-arginine (Sell and Monnier 1989). Plusieurs structures issues de la réaction de Maillard, peuvent
étre responsables de cette auto-fluorescence (Matiacevich et al. 2005), mais le taux de pentosidine

cutané est spécifiquement corrélé a I'auto-fluorescence du
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collagene (Meerwaldt et al. 2005). La mesure de la fluorescence peut étre utilisée comme prédicteur
de développement du diabete de type 2, ou des complications cardiovasculaires associées (van
Waateringe et al. 2019). Récemment, il a été décrit que I'auto-fluorescence augmentait avec I'age
mais de facon plus rapide chez les diabétiques, en particuliers chez les fumeurs et ceux qui

développent des complications vasculaires (Januszewski et al. 2020).
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Figure 36. Sources et conséquences du diabéte
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3 Le diabete
3.1 Caractéristiques de la pathologie

Le diabete est un probléme de santé mondial majeur puisque 463 millions d’adultes sont touchés dans
le monde (IDF 2019). Cette pathologie méne a une hyperglycémie chronique avec un taux de sucre a
jeun dans le sang supérieur a 1,26g/l, qui est dii a un défaut de production ou d’utilisation de I'insuline
(Association 2015). L'insuline est sécrétée par les cellules B du pancréas, au niveau des flots de
Langerhans et participe a la diminution du glucose dans le sang circulant en le stockant dans les
cellules ou il va pouvoir étre convertit en énergie (Tokarz et al. 2018). Lors du diabeéte, I'insuline ne va
d’une part, plus pouvoir empécher la lipolyse, entrainant ainsi une libération d’acide gras et d’autre
part n’inhibe plus la néoglucogenése réalisée par les cellules hépatiques ce qui conduit a une forte
augmentation du glucose dans le sang (Figure 36). Enfin le glucose n’est plus assimilé par le muscle

squelettique pendant I'effort et reste donc dans la circulation sanguine (Figure 36).

On distingue 2 types majeurs de diabéte qui surviennent selon I'environnement et/ou des

prédispositions génétiques.

Le diabete de type | (T1D) dans lequel la destruction des cellules béta du pancréas entraine une
carence absolue en insuline. Les lymphocytes T CD8 reconnaissent les cellules 3 du pancréas et les
détruisent (Mallone and Eizirik 2020). Il est de plus en plus évident que le diabéte de type | est une
maladie non seulement de I'auto-immunité mais aussi de la cellule béta elle-méme (Culina et al. 2018,
Gonzalez-Duque et al. 2018, Mallone and Eizirik 2020). En effet, il a été montré que les lymphocytes T
CDS8 circulaient a des niveaux similaires dans le sang chez les patients diabétiques comme chez les non
diabétiques. Cependant le taux de ces lymphocytes est plus important dans le pancréas des patients
diabétiques (Culina et al. 2018, Gonzalez-Duque et al. 2018). Outre les prédispositions génétiques, un
micro-environnement inflammatoire est installé dans les flots de Langerhans ou résident les cellules
béta, ce qui expliquerait leur destruction préférentielle par les lymphocytes T CD8. Bien qu’il ait été
montré que le diabéete de type | pouvait intervenir a tout age, la maladie se déclenche généralement
lors du jeune age et s"accompagne d’un amaigrissement. Les patients sont insulino-dépendants, c’est-
a-dire qu’ils doivent quotidiennement s’injecter de I'insuline pour palier a la destruction des cellules

 du pancréas.

Le diabete de type Il (T2D) lui, représente plus de 90 % des cas dans le monde et résulte d’'une
résistance a I'insuline ce qui mene a une hyperglycémie. Le T2D est souvent une conséquence du mode

de vie, I'obésité contribuant a environ 55% des cas (CDC 2004). Le manque d’activité, le
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Figure 37. Coupe de pancréas humain et marquage des macrophages au sein des ilots de Langerhans
1/ Coupe de pancréas humain sain 2/ Coupe d’un pancréas humain atteint de diabéte de type Il. Le

marquage insuline permet de localiser les ilots de Langerhans, CD68 permet de marquer les

macrophages (Fléches noires).
D’apres (Donath et al. 2008).
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tabagisme et la consommation d’alcool ont été reportés comme étant des facteurs de risques (Hu F.
B. et al. 2001). L’insuline est produite mais la stimulation trop importante de I'organisme pour baisser
le taux de glucose dans le sang finit par rendre les cellules résistantes a I'insuline. Cet épuisement du
systéme intervient en réponse a la sédentarité, combinée a une alimentation trop riche en gras et en
sucres. Si I'amélioration de I'hygiene de vie ne suffit pas, les patients suivent le plus souvent un
traitement oral a base de metformine pour controler le taux de glucose sanguin. La résistance
périphérique a I'insuline est fréquente pendant I'obésité et le vieillissement, mais la progression vers
le T2D, est souvent di a un dysfonctionnement de la sécrétion d’insuline et a I’'apoptose des cellules
B (Gilbert and Liu 2012). On parle de glucolipotoxicité car I’hyperglycémie est un prérequis pour
développer des altérations intracellulaires lipidiques importantes. C'est d’ailleurs en majorité la
toxicité des acides gras libres qui sont responsables de la mort des cellules B par apoptose en présence
d’un taux élevé de glucose (El-Assaad et al. 2003). La glucolipotoxicité est également a I'origine d’un
stress du réticulum endoplasmique et d’un stress oxydatif important (Poitout and Robertson 2008).
L'organisme ne peut donc pas palier a la résistance a l'insuline installée a cause de I'effet synergique

du glucose et des acides gras.

Les cellules pancréatiques présentent une inflammation qui participe a leur dysfonctionnement
(Figure 37). Des études montrent une infiltration de cellules immunitaires, principalement de
macrophages et a un dépot d’amyloide dans les flots pancréatiques (Ehses et al. 2007, Kamata et al.
2014). De nombreuses cytokines pro-inflammatoires sont sécrétées, ce qui entretient I'inflammation

au niveau des cellules pancréatiques (Eguchi and Nagai 2017).

D’autre part, de nombreuses équipes ont identifiés des prédispositions génétiques pour le T2D en
mettant en évidence des loci a risques sur des genes contrdolant la fonction ou le développement de
la cellule B (Steinthorsdottir et al. 2007, Zeggini et al. 2007). Le T2D peut intervenir a tout age, mais
les premiers symptémes sont moins importants et évidents que le T1D. C'est pourquoi des patients
peuvent rester non diagnostiqués pendant des années et présenter des complications graves car ils

ont été pris en charge trop tardivement (IDF 2019).

3.2 Complications associées

Malgré le contréle du taux de glucose dans le sang, les patients diabétiques subissent des fluctuations
journalieres importantes. De nombreuses complications micro- ou macro-vasculaires se révelent en
conséquence de I'hyperglycémie. Les complications micro vasculaires, regroupent les néphropathies,
les neuropathies et les rétinopathies (Forbes and Fotheringham 2017). Les complications macro-

vasculaires affectent des vaisseaux plus larges, et sont impliquées dans la
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Figure 38. Plaie aigiie versus chronique

Schéma représentant la différence entre les plaies aiglie et chronique. L’activité protéolytique
soutenue des MMPs, la diminution des TIMPs, l'infiltrat inflammatoire important, la difficulté des
vaisseaux a effectuer des prolongements et la diminution des myofibroblastes pour contracter la plaie
participent a la persistance des plaies chroniques.

D’aprés (Krishnaswamy et al. 2017)
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survenue d’infarctus du myocarde, de crise cardiaque ou encore d’athérosclérose (Forbes and
Fotheringham 2017). Une des complications majeures du diabétique est le défaut de cicatrisation qui

va mener a I'apparition de plaies chroniques.

3.2.1 Les plaies chroniques

Les plaies chroniques se manifestent si la phase inflammatoire est prolongée, lors d’'une ré-

épithélialisation ralentie ou d’un remodelage de la MEC défectueux.

Les MMPs joueraient un réle central dans I'installation et la persistance des plaies chroniques. En effet,
ces protéases participent activement aux différentes phases de la cicatrisation, et leur dérégulation
peut engendrer des conséquences importantes (Figure 38). En effet, I’activité protéolytique soutenue,
principalement due a I'augmentation des MMPs, et la diminution des TIMPs, est I'un des principal
facteur responsable de la cicatrisation anormale observée dans les plaies chroniques (Krishnaswamy
et al. 2017). Le tissu de granulation est anormal avec des vaisseaux qui font trés peu de
prolongements. De plus, seulement quelques myofibroblastes sont présents et ne permettent pas une
contraction efficace de la plaie ne favorisant donc pas sa fermeture. En effet, la voie du TGF-B est
drastiquement diminuée dans les plaies chroniques et ne permet pas la différenciation des
fibroblastes en myofibroblastes (Pastar et al. 2010). Il a également été montré une diminution de la
capacité migratoire des fibroblastes qui deviennent sénescents (Brem et al. 2007). Enfin, les
kératinocytes présents aux berges de la plaie expriment une signature de genes qui refléte une activité
proliférative importante, les cyclines sont augmentées et le régulateur du cycle cellulaire, p53, est

inhibé (Stojadinovic et al. 2008).

D’autre part, l'infiltrat inflammatoire est tres important dans les plaies chroniques avec de nombreux
neutrophiles qui participent a l'installation d’une inflammation chronique qui est délétére a une
cicatrisation efficace (Herrick et al. 1992). Le fait que la plaie reste ouverte favorise sa colonisation par
des bactéries qui peuvent étre a I'origine d’une infection qui dépend du type et de la quantité de
bactéries (Cooper and Lawrence 1996). Celles-ci peuvent s’associer pour former un biofilm qui va
retarder la fermeture de la plaie en empéchant la ré-épithélialisation et la formation du tissu de
granulation (Metcalf and Bowler 2013). Les plaies chroniques infectées doivent souvent étre
débridées afin d’éliminer le biofilm pour favoriser la mise en place du tissu de granulation. Les
bactéries les plus retrouvées dans les plaies chroniques sont Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa et Escherichia coli (Bessa et al. 2015) (Figure 38).
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3.2.1.1 Le pied du diabétique

Chez les patients diabétiques, ces plaies chroniques apparaissent le plus souvent au niveau du pied en
raison des contraintes physiques : on parle dans ce cas du pied du diabétique (DFU). Selon le groupe
de travail international sur le pied du diabétique (IWGDF), le DFU est une plaie profonde de la peau,
pénétrant dans le derme, située sous la cheville chez un patient diabétique (Bakker et al. 2016). Le
pied est une zone qui subit une pression quotidienne importante en soutenant poids du corps, la
compression de la peau s’effectue entre les proéminences osseuses et des éléments extérieurs
comme le sol ou la chaussure. Des cycles répétés de pression, de friction, de cisaillement et d’"humidité
participent activement a I'apparition de plaies chez les diabétiques. Les cycles de pression répétés
sont a l'origine de cycles d’ischémie et re-perfusion sanguine qui aggravent les lésions (Peirce et al.
2000). 80 % des patients qui développent des ulcéres du pied, présentent également une
neuropathie, ce qui en fait le facteur principal a I'origine du DFU. Les ulcérations du tissu profond,
meénent dans de nombreux cas a I'amputation du pied ou d’une partie du pied. Le DFU fait partie des
plaies chroniques et peut étre considéré comme une lésion de pression ou escarre (Edsberg et al.
2016). Une plaie est définie comme chronique si elle n’est pas cicatrisée apres 3 mois. Elle s’installe
généralement lorsque la phase inflammatoire et la phase proliférative sont prolongées et altérées

(Martin P. and Nunan 2015).

3.2.1.1.1 Marqueurs prédictifs du pied du diabétique

Afin de mieux comprendre et de prévenir I'apparition des Iésions chroniques chez le diabétique il est

important d’identifier des marqueurs prédictifs.

Le taux d’'HbA1lc en lien avec I'apparition de DFU a été étudié mais reste controversé. Certaines études
montrent que le % d’HbA1c serait corrélé a la récurrence du pied du diabétique (Dubsky et al. 2013,
Khalifa 2018, Mantey et al. 1999), au contraire certaines ne montrent aucune corrélation entre la
présence d’HbAlc et le DFU (Boyko et al. 1999, Vouillarmet et al. 2013). Le dosage d’HbA1lc ne serait

donc pas un marqueur prédictif fiable pour éviter le développement de Iésion chronique.

En revanche, il existe une grande corrélation entre I'accumulation d’AGEs visualisable par I'auto-
fluorescence de la peau et I'apparition d’ulcére du pied, ce qui en fait un marqueur prédictif trés
intéressant (Hu H. et al. 2012, Vouillarmet et al. 2013). L'auto-fluorescence cutanée est fortement
corrélée a I'age des patients et la durée du diabéte, mais indépendamment de ces parametres, elle

reste corrélée aux DFU (Hu H. et al. 2012).

De plus, il apparait que I'indice de masse corporel, la durée du diabete, le taux de glucose sanguin

mais également l'usage inapproprié d’antibiotiques sont des facteurs aggravant qui favorisent
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I'amputation (Bekele et al. 2020). En 2020, 25 facteurs différents ont été reportés comme pouvant
aggraver le pied du diabétique et la plupart se réferent au style de vie. Une bonne hygiéne de vie et
une surveillance fréquente des pieds participeraient donc a la diminution de I'apparition et de la

sévérité des plaies chroniques (Jalilian et al. 2020).
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Figure 39. Structure des vésicules lipidiques

Les vésicules lipidiques sont constituées d’'une membrane de phospholipides organisée en
monocouche et stockent des triglycérides er des esters de stérol. Le schéma présente les différents
types de protéines qui peuvent étre associées a la membrane.

D’apres (Onal et al. 2017)

Protéine de type
Perilipine
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3.2.2 Désordre métabolique, role des vésicules lipidiques

Le diabéte a également pour conséquence I'accumulation ectopique de lipides dans des tissus non
adipeux comme le muscle squelettique ou le foie, ce désordre lipidique est associé a une résistance a
I'insuline et a une dysfonction cellulaire (Hong et al. 2019, Schaffer 2003). L’homéostasie des lipides
est médiée par les vésicules lipidiques (LDs) qui sont retrouvées dans tous les types de cellules des
mammiféres (Sztalryd and Brasaemle 2017). Les LDs possedent une membrane de phospholipides
organisée en monocouche et stockent des triglycérides et des esters de stérol qui vont servir pour la
synthése de la membrane plasmique ou comme source d’énergie pour la cellule (Figure 39) (Sztalryd
and Brasaemle 2017). Les adipocytes primaires peuvent contenir des LDs de plus de 100 um mais les
cellules non adipeuses comme les fibroblastes présentent des LDs entre 0,1 et 5 um (Fujimoto T. and
Parton 2011). Plusieurs protéines sont associées a la membrane des LDs, comme des protéines de
signalisation (MAPK ou PI3K) ainsi que des cavéolines qui vont permettre 'endocytose ou le transport
du cholestérol. Mais les protéines qui sont majoritairement et spécifiquement associées a la
membrane des LDs sont les protéines de la famille des PAT, les périlipines (PLIN) (Figure 39). On
retrouve 5 types de PLIN chez les mammiféres (1 a 5), mais seules la PLIN2 et PLIN3 sont exprimées

de facon ubiquitaire.

Les fibroblastes de souris qui expriment constitutivement la PLIN2 présentent une accumulation de
LDs qui ont une taille plus élevée (Imamura et al. 2002). De plus, I'étude d’Imamura et al, montre que
cette augmentation de LDs n’est pas dépendante de I'expression de génes dits lipogéniques comme
PPARYy ou acyl-CoA synthetase. Plusieurs études révelent que I'augmentation des vésicules lipidiques
et plus spécifiguement de la PLIN2 sont associés a des maladies métaboliques comme |'obésité ou le
diabete (McManaman et al. 2013, Varela et al. 2008). En effet une délétion compléte de la PLIN2 chez
des souris, les protége contre I'obésité induite par un régime riche en gras, mais aussi contre la
résistance a I'insuline ou encore I'inflammation du tissu adipeux (Orlicky et al. 2019). L’expression de
SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein), qui est impliqué dans la lipogenese, est abolie

chez ces souris (Libby et al. 2016).
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Figure 40. Galega officinalis
D’apres (Thomé 1885).
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3.3 Traitements : la metformine

L'objectif principal de la gestion du diabéte est de controler le taux de sucre dans le sang. Il existe de
nombreux traitements pour traiter I'hyperglycémie chronique des diabétiques de type I, ici nous

allons nous concentrer sur la molécule la plus fréquemment prescrite : la metformine.

La metformine fait partie de la famille des biguanides comme la phenformine et la buformine. Leur
découverte est liée a celle d’'une herbe médicinale européenne la Galega officinalis (Figure 40) riche
en biguanide, utilisée des le moyen age pour traiter les symptomes du diabéte. En 1918, il a été montré
gue cette plante diminuait le taux de glucose sanguin chez I'animal. A la suite de ces résultats des
dérivés, dont la metformine, ont été synthétisés et certains ont été utilisés comme traitement pour
les diabétiques mais induisaient cependant une certaine toxicité. A I'’époque, la metformine n’avait
pas été testée en traitement, les résultats ont peu fait parler d’eux et n’ont pas donné suite. Dans les
années 40, la metformine et autres biguanides refont surface dans la recherche contre la malaria et
I'influenza. Mais c’est en 1957 que Jean Sterne publie pour la premiere fois I'utilisation de la

metformine pour traiter le diabéte (Sterne 1957).

C’est aujourd’hui le traitement le plus utilisé pour traiter les T2D lorsque le changement d’hygiéne de
vie ne suffit ou ne fonctionne pas (Flory and Lipska 2019). La metformine réduit avec grande efficacité
la glycémie a jeun et post-prandiale, elle joue également un réle pour abaisser le taux d’HbA1lc (Fujioka
et al. 2005). Elle intervient sur différentes cibles et toutes ne sont pas encore bien connues. Son effet
hypoglycémique reste étroitement lié a sa capacité a supprimer la production de glucose au niveau
du foie, a réduire I'absorption de glucose au niveau de I'intestin et a améliorer la sensibilité a I'insuline
ainsi que la fonctions des cellules B du pancréas (Argaud et al. 1993, Radziuk et al. 2003, Viollet et al.

2012, Yang X. et al. 2017).

89



Glucagon Metformine

A ® ®
l / complexe1 @ @

AL | 4 NAD+/NADH | NAD+/NADH | «— w

' - — | ‘ATP/AMP |~

PKA ‘ <«—— LKB1
P

C p AMPK
O, “-_ PCG1-a .__ FAS

~
-~

(¢ “a ¥ G-6-Pase “-a ACC1 N\

\\ m PEPCK m LPK J

& \ (Gluoogenése) \ ( Lipogenése)/

Figure 41. Mécanismes de réduction de la production hépatique de glucose par la metformine

AMPk (Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase) FAS (Fatty acid synthase), ACC1 (Acetyl
CoA carboxylase), LPK (liver pyruvate kinase), SREBP-1 (Sterol regulatory element binding protein 1)
PGC1-a (Peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1a), G-6-Pase (glucose-6-
phosphatase) , PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxylase), TORC2 (The target of rapamycin complex
2), LKB1 (liver kinase B1), PKA (protein kinase A), FBP1 (fructose-1,6-biphosphatase), OCT1 (Organic
cation transporter 1).

Réalisée sur Biorender
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3.3.1 Mode d’action de la metformine

3.3.1.1 Réduction de la production hépatique de glucose

La metformine est un activateur de I’AMPk (Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase)
connue pour étre une un véritable senseur cellulaire et régulateur de ’homéostasie énergétique.
L'activation de ’AMPk s’effectue par sa phosphorylation généralement en réponse a une diminution
intra-cellulaire du ratio ATP/ AMP (Hardie 2014). La metformine est capable d’induire I'activation de
I’AMPk en inhibant le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale, réduisant ainsi la
production d’ATP (Figure 41) (EI-Mir et al. 2000). La metformine participe a la réduction de la
glucogenese notamment en diminuant |'expression de PGCl-a (Peroxisome proliferator-activated
receptor y coactivator 1la) qui est essentielle a la synthése d’enzyme comme G-6-Pase (glucose-6-
phosphatase) et la PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxylase) (Figure 41) (Herzig and Shaw 2018, Koo
et al. 2005, Yoon et al. 2011). La phosphorylation de I’AMPk est nécessaire a la phosphorylation du co-
activateur TORC2 qui se retrouve séquestré au niveau du cytoplasme et ne peut plus induire la

transcription de PGC1-a (Figure 41).

La protéine kinase LKB1 (liver kinase B1) est essentielle a la metformine pour activer I’AMPk et réguler
la glucogenése au niveau du foie (Figure 41) (Shaw et al. 2005). LKB1, fait partie des enzymes
responsables de |'activation de I’AMPk, dans des conditions de stress énergétique et d’accumulation
d’AMP. Chez la souris, la délétion de LKB1 au niveau du foie induit une perte quasi-totale de la
phosphorylation de ’AMPk et une activation accrue de la glucogenése (Just et al. 2020, Shaw et al.
2005). Via LKB1, la metformine est également impliquée dans la réduction de la lipogenese en
réduisant I’expression du facteur de transcription lipogénique SREBP-1, qui permet la transcription de
FAS (Fatty acid synthase), ACC1 (Acetyl CoA carboxylase et L-PK (liver pyruvate kinase) (Figure 41)
(Shaw et al. 2005).

Bien que la metformine soit connu pour son effet sur I'activation de I'AMPk, des études montrent
qu’elle peut avoir un effet sur la glucogenése indépendamment de I’AMPk (Foretz et al. 2010, Hou W.
L. et al. 2018, Miller et al. 2013). En effet, en réduisant le ratio NAD+/ NADH, la metformine diminue
la glucogenese au profit de la glycolyse (Figure 41)(Hou W. L. et al. 2018). D’autre part, Miller et al,
montrent que la metformine est capable d’inhiber I'accumulation de cAMP induite apres la fixation
de glucagon a son récepteur (Figure 41) (Miller et al. 2013). Le cAMP active PKA (protein kinase A) qui
est responsable de I'expression de genes impliqués dans la glucogenése (PGC1-a, PEPCK et G-6-Pase)
(Jiang and Zhang 2003). Enfin, la metformine est capable d’inhiber le FBP1 (fructose-1,6-

biphosphatase) en réponse a 'augmentation d’AMP cellulaire (Figure 41) (Hunter et al. 2018).
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Or, il est connu que FBP1 catalyse I'hydrolyse du fructose-1,6-biphosphate et participe activement a

la glucogeneése, des déficiences en FBP1 conduisent a une hypoglycémie (Pagliara et al. 1972).

La metformine agit donc a de nombreux niveaux de la cellule hépatique de facon dépendante ou non

de I’AMPk, afin de diminuer la glucogenése (Figure 41).

3.3.1.2 Augmentation de la sensibilité a I'insuline

Outre son action au niveau de la production de glucose dans le foie, la metformine est capable
d’augmenter la sensibilité des cellules a I'insuline (Cree-Green et al. 2019, Gunton et al. 2003). En effet
Cree-Green et al, démontre que 3 mois de traitement a la metformine améliore significativement la
sensibilité a I'insuline du corps entier chez des jeunes en surpoids ou obéses atteints de diabéete de
type Il. D’autre part, en I'absence d’insuline, la metformine stimulerait 'activation du récepteur a
I'insuline : IRB, dans des hépatocytes humain primaires (Gunton et al. 2003). Zabielski et son équipe
montrent que la metformine participerait a améliorer la résistance a l'insuline systémique chez des
rats suivant un régime riche en gras, en réduisant la concentration et le taux de synthése de céramides
et de diacylglycérol (Zabielski et al. 2018). IIs identifient ainsi des intermédiaires lipidiques impliqués
dans I'induction d’insulino-résistance du foie. Dans le cadre d’un régime riche en gras, 'augmentation
de la sensibilité a linsuline par la metformine dépendrait de I'augmentation de I’oxydation
mitochondriale, ce qui permettrait d’empécher I'accumulation hépatique de céramides et de

diacylglycérol.

3.3.1.3 Augmentation de la fonction des cellules B du pancréas

Comme vu précédemment, le stress oxydatif, les acides gras libres et I'inflammation qui résulte de
I’hyperglycémie vont mener a des troubles de la sécrétion d’insuline mais également a I'apoptose des
cellules B du pancréas. La metformine attenue le taux de ROS induit par une concentration élevée de
glucose ou d’acide palmitique dans les cellules B (Cen et al. 2018, Moon et al. 2017). La metformine
est également capable de diminuer le transporteur d’acide gras libres CD36 et ainsi d’inhiber I'afflux

d’acide gras dans les cellules pancréatiques (Moon et al. 2017).

La metformine restreint donc le stress oxydatif et du réticulum endoplasmique des cellules B en

réponse a la glucolipotoxicité.

3.3.2 Implication de la metformine dans le cancer

Les propriétés pharmacologiques de la metformine permettent d’avoir des effets bénéfiques dans des

conditions non diabétiques également. De nombreuses études montrent que cette molécule
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exerce un effet important dans des cancers ou encore dans des maladies cardiovasculaires,

hépatiques, neuro-dégénératives et rénales.

La metformine joue un rdle direct ou indirect dans le métabolisme cellulaire des cancers. Les effets
directs sont dépendants ou non de 'AMPk. Par exemple, I'activation de '’AMPk va mener a une
inhibition de mTOR, qui conduit a une diminution de la croissance cellulaire et de la prolifération,
permettant ainsi de stopper I'évolution d’une masse tumorale (Gwinn et al. 2008). D’autre part, la
metformine va intervenir sur I’expression de p53 qui est un gene suppresseur de tumeur crucial dont
la phosphorylation permet de prévenir le développement des cancers (Hollstein et al. 1991). Dans le
cas du mélanome, I'activation de I’AMPk par la metformine permet I'activation de p53, limitant ainsi
I'invasion cellulaire et les métastases (Cerezo et al. 2013). L'inhibition du complexe | de la chaine
respiratoire par la metformine permet la diminution des ROS et diminue ainsi les dommages a I’ADN
(Algire et al. 2012). Son réle indirect dans le cancer passe donc par son réle premier de diminution du
taux de glucose sanguin, ce qui permet de limiter la prolifération des cellules cancéreuses et leur survie
(Sui et al. 2015). Ce traitement anti-diabétique aurait également un réle dans le micro-environnement
des tumeurs notamment au niveau immunitaire, vasculaire et angiogénique (Kurelac et al. 2020, Saito
et al. 2020). La metformine serait capable de changer le statut immunitaire de cancers colo-rectaux
chez des patients diabétiques, en réactivant I'immunité pour permettre a I'organisme de supprimer la

tumeur (Saito et al. 2020).

3.3.3 Action dermatologique de la metformine

De récentes études ont montré un intérét grandissant de I'effet de la metformine sur la peau,
notamment dans la gestion de maladie inflammatoires cutanées (Chang and Choi 2020). Ici nous allons
surtout nous intéresser aux répercussions cutanées d’un traitement chronique de metformine chez

les patients diabétiques.

Si nous prenons pour exemple le psoriasis, il a été montré que les patients avec du psoriasis avaient
plus de chance de développer du diabéte, et inversement, que les patients diabétiques présentaient
un risque accru de développer du psoriasis (Armstrong et al. 2013, Wu et al. 2015). Des études de
population ont montré que |'utilisation fréquente de la metformine réduit I'incidence de nouveaux cas
de psoriasis chez les personnes diabétiques ou avec des syndromes métaboliques (Singh and Bhansali

2016, Wu et al. 2015).

Cependant il a également été rapporté des effets cutanés néfastes suite a un traitement par la
metformine. En effet des patients présentent des dermatoses de type lichen plan ou encore une

vasculatis d’hypersensibilité qui va provoquer des éruptions tachetées pourpres sur la peau suite a
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gras) / STZ

Type de diabéte Espéce Dénomination Nature
Non obeéses Mutations
Diabét t | i - g
labete de type Souris diabétiques (NOD) polygénétiques
Diabéte de type | Rats BioBreeding (BB) Mu’tat’lo_ns
polygénétigues
L . Induction par la . -
Diabéte de type | Souris Streptozocine (STZ) Induction chimique
Diabéte de type Il Souris Ob/Ob Mutation sur le gene
P de la leptine
Mutation sur le géne
Diabéte de type Il Souris Db/Db du recepteura la
leptine
Mutation sur le géne
o « Zucker Fatty » . .
Diabete de type Il Rats diabétiques (ZDF) du recep'Feura la
leptine
Diabéte de type I Souris Obéses Néo-zélandaise Mu:catllo.ns
polygénétiques
Diabéte de type Il Souris KK Mujcatllctns
polygénétiques
Diabéte de type Il Souris HFD (Régime riche en Régime associé a une

induction chimique

Table 3. Différents modeles animaux utilisés pour étudier le diabéte

94



I'inflammation de petits vaisseaux (Azzam et al. 1997, Ben Salem et al. 2006). Les effets secondaires

au niveau cutané restent cependant des cas isolés et rares.

Dans notre hypothese de départ, la metformine serait un bon candidat pour améliorer la cicatrisation
des diabétiques par application topique. Mais qu’en est-il des patients diabétiques et de leur
cicatrisation, qui sont quotidiennement sous metformine ? Ochoa-Gonzalez et son équipe ont étudié
I'effet de la metformine sur I'incidence des amputations ainsi que de I'aire des ulceres du pied. |l
montre que l'aire des ulcéres du pied est significativement plus grande chez les patients traités avec
la metformine. En revanche, de facon surprenante, les patients sous metformine sont moins sujets a
I'amputation, la metformine aurait donc un effet protecteur vis-a-vis de I'amputation (Ochoa-
Gonzalez et al. 2016). Cette observation pourrait étre expliquée par le fait que la metformine est
connue pour réduire l'inflammation, la plaie serait donc moins sujette a l'installation d’une

inflammation chronique et d’une infection a I'origine d’'une amputation (Lee S. Y. et al. 2015).

En dehors du traitement des diabétiques, la metformine pourrait servir a traiter I'acnée, le psoriasis
ou encore le supurativa de Hidradenitis qui est une dermatose accompagnée d’une inflammation des

glandes apocrines (Sung et al. 2020).

3.4 Modeles d’études du diabete
3.4.1 Invivo

Il existe de nombreuses facons d’étudier le diabéte chez I'animal, seuls quelques modeéles seront

développés ici (Table 3)

3.4.1.1 Diabete de type I

Le principe des modeles de T1D est basé sur la destruction des cellules B du pancréas pour

empécher la production d’insuline comme cela se produit chez I’homme

3.4.1.1.1 Modéles polygéniques : Souris NOD et Rats BB

Les souris NOD (Non Obese Diabetique) sont les résultats de différents croisements qui ont mené au
bout de la 20°™ génération a I'installation spontanée d’un diabéte de type | auto-immun (Yang Y. and
Santamaria 2006). 80 % des femelles développent un diabéte contre 40 % des males en réponse a des
hormones stéroides sexuelles (Rosmalen et al. 2001). Au moins 20 loci différents sont mutés et
impliqués dans le diabete des NOD (lkegami et al. 2004). Une diminution de la production d’insuline

commence a I'age de 4-5 semaines et est suivie d’une destruction des cellules B du pancréas. De la
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méme fagon, les rats BB développent un T1D auto-immun spontanément mais avec laméme incidence

chez les deux sexes, 90 % des rats entre 8 et 16 semaines d’age.

3.4.1.1.2 Induction chimique

La streptozotocine (STZ) possede une structure similaire au glucose et pénetre préférentiellement les
cellules B en se liant au récepteur GLUT2 (Wang Z. and Gleichmann 1998). La STZ est un agent alkylant
puissant qui va induire des cassures de I’ADN et des ROS, sa cytotoxicité va provoquer la mort des
cellules B du pancréas (Bolzan and Bianchi 2002). Il faut cependant limiter I'effet de la STZ pour le
reste de I'organisme et pour ce faire, les animaux devront étre a jeun avant I'injection. Une unique
dose importante de STZ peut suffire pour induire le diabéte de type | (180 mg/kg en intrapéritonéal)
mais il est possible d’injecter plusieurs petites doses sur 5 jours (40mg/kg) pour induire une diminution
de la sécrétion d’insuline qui implique la destruction des cellules B ainsi qu’une réaction immunitaire
comme chez ’'homme (Yang Z. et al. 2003b). L'induction de diabéte par la STZ est accompagnée d’une

perte importante de poids de facon similaire a ce qui est observé chez I’'homme.

3.4.1.2 Diabéte de type Il

3.4.1.2.1 Modeéles monogéniques

Alors que I'obésité et le diabéte sont rarement dus a une mutation monogénique, ces modeles sont
couramment utilisés dans la recherche sur le T2D. Les modeles les plus communs sont basés sur un

défaut dans la signalisation de la leptine.

La leptine est un médiateur anorexigene qui réduit I'apport alimentaire et augmente la dépense

énergétique en agissant sur son récepteur hypothalamique (OB-Rb) (Shigemura and Ninomiya 2016).

34.1.2.1.1 Souris Ob/Ob

Les souris Ob/Ob présentent une obésité sévere qui dérive d’une mutation spontanée sur le
chromosome 6 du géne de la leptine qui a été découverte dans une souche de souris en 1949 (D'Souza
Aetal. 2016, Ingalls et al. 1950). L'obésité est observable a 2 semaines d’age, I’hyperglycémie apparait
ensuite entre 7 et 12 semaines et est accompagnée d’'une compensation par les cellules B du pancréas

et d’'une hyperinsulinémie.

3.4.1.2.1.2 Souris Db/Db

Les souris Db/Db sont homozygotes pour une mutation spontanée sur le géne du récepteur a la

leptine. Le récepteur posséde une longue région cytoplasmique qui contient un signal de
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transduction qui active la voie JAK/STAT. Les souris Db/Db présentent une mutation autosomique
récessive qui se situe sur le chromosome 4. L’ARN messager OB-Rb posséde une insertion de séquence
qui contient un codon stop, conduisant a une forme tronquée du récepteur sans la partie
cytoplasmique qui transmet le signal (Smith G. P. 2012). Ces souris sont de bons modeles pour le
diabete de type Il car elles présentent une obésité importante, une hyperglycémie chronique ainsi
gu’une hyper-insulinémie. L'obésité se développe entre 3 et 4 semaines, I'hyperglycémie s’installe
entre 4 et 8 semaine (Fang et al. 2019). Contrairement aux souris Ob/Ob, elles développent un diabéte

plus sévere et ont une espérance de vie plus courte (Srinivasan and Ramarao 2007).

3.4.1.2.1.3 Rat Zucker Fatty diabétiques (ZDF)

Les rats ZDF ont été découvert en 1961 apres un croisement et portent une mutation faux-sens sur le
récepteur de la leptine. lls deviennent obéses aux alentours de 4 semaines, ils présentent une obésité
amoindrie mais une insulino-résistance plus importante que les Db/Db. Chez ces rats, la compensation
de I'hyperglycémie par les cellules B du pancréas est impossible car elles meurent petit a petit par
apoptose (Pick et al. 1998). Les rats ZDF sont donc d’abord hyper-insulinémiques puis présentent une

diminution du taux d’insuline d( a la mort des cellules B du pancréas autour de 10 semaines.

3.4.1.2.2 Modeles polygéniques

Il existe des souris mimant le diabéete de type Il qui présentent de multiples mutations génétiques et

qui sont donc plus proches de la réalité de la pathologie chez ’homme.

3.4.1.2.2.1 Lessouris obéses Néo-zélandaise (NZO)

Des croisements sélectifs sont a I'origine des souris NZO qui développent de I'obésité associée au
diabete. L'obésité est médiée par une résistance a la leptine car elles deviennent hyper-leptinémique
al’age de 9-12 semaines. Seulement 50 % des souris males développent une hyperglycémie chronique
contre 43 % pour les femelles, il existe donc une variation importante entre les individus quant a
I'apparition du diabéte (Haskell et al. 2002, Lubura et al. 2015). L’installation de I'hyperglycémie
chronique est dépendante de la prise de poids, de la charge en sucre et en gras assimilée dans la
premiere semaine de vie, ce qui s’avere étre similaire chez I’homme (Lange et al. 2006). Un régime
riche en carbohydrate permet d’induire en plus une destruction des cellules B du pancréas (Jurgens et

al. 2007).
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3.4.1.2.2.2 Les souris KK

Les souris KK viennent d’'une souche japonaise qui présentent une obésité relative qui se déclare a
I’age adulte, elles développent une intolérance au glucose, une résistance a l'insuline importante ainsi
gu’une hyper-insulinémie dans le muscle et le tissus adipeux (Nakamura and Yamada 1967). Le taux
d’insuline pancréatique est augmenté et associé a une hypertrophie des il6ts de Langerhans. Les souris
KK sont de bons modeles pour étudier la néphropathie en exprimant des taux important d’'HbAlc

(Okazaki et al. 2002).

3.4.1.2.3 Autres

Il est possible d’induire le T2D chez des souris via I'utilisation d’un régime riche en matiére grasse. La
prise de poids est importante menant rapidement a I'obésité qui est associée a une résistance a
I'insuline, et a un manque de compensation des cellules B du pancréas avec une intolérance au
glucose. Souvent des souris C57BL/6J qui suivent un HFD sont utilisées pour étudier I'intolérance au
glucose mais aussi le diabéte de type Il. Une fois I'intolérance au glucose installée, il est possible
d’effectuer une injection intrapéritonéale de STZ a faible dose (30 a 40 mg/kg) chez des rats ce qui
provogue une diminution importante de la masse cellulaire B (Skovso 2014). Ce modele non génétique
est intéressant puisqu’il permet d’induire plus lentement I'installation du T2D de facon similaire a ce
gu’il se passe chez I’homme, I'ajout de STZ permet d’étudier les phases tardives du T2D ou les cellules

B commencent a mourir.

3.4.2 Modeéeles In vitro

En réponse a I'hyperglycémie chronique, les diabétiques présentent un glycation accrue et une
accumulation d’AGEs dans leur organisme. L’étude de la glycation cellulaire est donc pertinente pour

étudier le diabéte. Il existe différentes fagons d’induire une accumulation d’AGEs in vitro.

3.4.2.1 AGEs-BSA

Induire la glycation en augmentant le taux de glucose dans le milieu de culture pourrait paraitre la
méthode la plus simple mais elle est fastidieuse car il faut plusieurs semaines ou mois pour produire
des AGEs a partir du glucose, ce qui est trop long la culture in vitro. Cependant, une alternative existe
et consiste a incuber du sérum d’albumine bovin (BSA) avec du glucose a forte concentration (0,5M)
a 37 °C pendant 3 mois afin que les protéines du BSA soient fortement glyquées. Aprés avoir supprimé
I’excédent de glucose dans la solution, les AGEs-BSA peuvent étre utilisés en culture cellulaire (Yang
P.Y. et al. 2019). Cette méthode permet d’induire une multiplicité de produits de glycation car a partir
du glucose les produits intermédiaires et de nombreux types d’AGEs différents ont pu étre produits.

L'ajout d’AGEs-BSA dans le milieu de culture est tres adapté pour étudier I’'axe AGE-RAGE, en revanche
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il I'est moins pour analyser la glycation des protéines directement produites par le type cellulaire

utilisé.
3.4.2.2 Les a-oxoaldéhydes

L'avantage d’utiliser les dicarbonyles pour induire la glycation in vitro est la rapidité, en effet ils ont
une capacité glycante bien plus supérieure que le glucose, seules quelques heures d’incubation avec
les cellules suffisent pour produire des AGEs (Guillon et al. 2021). De plus, le 3DG, le glyoxal et le
methylglyoxal sont retrouvés en grande quantité dans le sérum des patients diabétiques ce qui en font

des modeles d’étude pertinent pour étudier le diabéte (Scheijen and Schalkwijk 2014).

D’autre part, certaines études utilisent des supports de culture avec un revétement de collagene qui
a été préalablement glyqué pendant une nuit aves des a-oxoaldéhydes ou du glucose (Dandia et al.
2019, Loughlin and Artlett 2009, Sassi-Gaha et al. 2010). Cette méthode permet d’analyser la réponse
cellulaire induite en fonction de la matrice sur laquelle les cellules reposent. Par exemple, il apparait
que la viabilité et la migration des fibroblastes est diminuée lorsque la matrice extracellulaire a été

préalablement glyquée (Loughlin and Artlett 2009, Sassi-Gaha et al. 2010).
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Figure 42. Différences entre peau humaine et peau de souris.
L’épiderme humain est plus épais avec plus de couches épidermiques, la peau humaine présente des

glandes sudoripares qui sont absentes de la peau de souris. En plus d’une pilosité importante, la peau
de souris présente un muscle absent chez I’'homme : le panniculus carnosus qui sépare le tissu adipeux

dermique du tissu adipeux sous cutané.
D’apres (Zomer and Trentin 2018)
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Figure 43. Modeéles de lésion chez la souris
A/ Plaie d’excision B/ Plaie de pression.
D’apres (Wong et al. 2011)
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3.5 Modeéle d’étude de la cicatrisation

La souris est un modele tres utilisé en recherche et notamment pour les études de la peau. Les
modeles murins ont contribué a notre compréhension de la dermatologie et des maladies cutanées
mais aussi de la cicatrisation, c’est pourquoi il est important de connaitre les similitudes et les

différences entre la peau humaine et murine (Figure 42)

3.5.1 Différences peaux humaine et murine

Bien que la peau de souris se compose de 3 couches comme la peau humaine (épiderme, derme et
hypoderme), des différences importantes existent dans I'anatomie et la physiologie de chaque couche
(Figure 42). La premiere différence est la présence importante de poil chez la souris, comparé a
I’'homme. Le cycle est le méme que chez ’homme (phases anagéne, catagéne et télogéne) mais celui
de la souris est de 3 semaines alors que pour 'homme il est de plusieurs années (Porter 2003).
L’épaisseur de la peau varie également, elle est plus épaisse chez ’'homme que chez la souris (+ 100
pum versus 25 um) (Zomer and Trentin 2018). Cette différence vient notamment du fait que I'épiderme
présente 5 a 10 couches chez I’'homme contre seulement 2 ou 3 chez la souris (Pasparakis et al. 2014).
D’autre part, alors que nous retrouvons des crétes épidermiques et des papilles dermiques chez
I’'homme, celles-ci sont absentes dans la peau de souris, tout comme les glandes sudoripares

apocrines.

Enfin, comme expliqué plus t6t dans I'introduction, la limite entre tissu adipeux dermique et tissus
adipeux sous cutané n’existe pas chez 'lhomme. Au contraire, la souris présente une fine couche

musculaire, le panniculus carnosus, qui sépare ces deux types de tissu adipeux.

La présence de ce tissu musculaire est tres importante pour la cicatrisation car si chez I'homme la
fermeture des plaies se fait en majorité par la formation d’un tissu de granulation et par re-
épithélialisation, chez la souris c’est surtout I'action du muscle qui va induire une contraction pour

rapprocher les berges de la plaie.

3.5.2 Modeles de lésions cutanées

Il existe plusieurs modéles de lésion chez les animaux comme le porc le rat ou encore la souris. Ici nous
développerons les deux modeéles les plus utilisés chez la souris pour étudier la cicatrisation (Figure 43).
Les modeéles de souris diabétiques cités en 3.4.1 et 3.4.2 peuvent étre utilisés pour mimer les plaies
chroniques retrouvées chez le patient diabétique. Premiérement, il est possible d’effectuer une plaie
excisionnelle a I'aide d’un punch pour créer une lésion profonde de la peau totale qui s’étend jusqu’au

panniculosus carnosus (Figure 43. A). Afin de limiter I'action de la
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contraction de la plaie par le muscle cutané présent chez la souris, il est possible d’installer des
anneaux au niveau des berges de la plaie pour éviter le phénoméne de contraction (Galiano et al.
2004). La cicatrisation est ensuite suivie en prenant des photos jusqu’a la fermeture compléte de la
plaie. Ce premier modeéle de lésion est le plus couramment utilisé du fait de sa praticité en termes
d’acces a la Iésion pour tester des molécules et de facilité d’étude de la ré-épithélialisation ainsi que
du tissu de granulation. En revanche, ce modeéle ne permet pas de mimer la pression et la répétition

de cycles ischémie-reperfusion qui participent a I'installation des plaies chez les diabétiques.

C'est pourquoi un modele de pression a été développé sur peau complete chez la souris a I'aide
d’aimants positionnés de part et d’autre de la peau du dos de la souris (Figure 43. B) (Stadler et al.
2004). C’'est un modele qui est aujourd’hui peu utilisé mais qui permet de reproduire pleinement les
conditions de développement des DFU (Remoué 2020). Il est facilement applicable et modulable, car
il est possible de faire varier la taille des aimants ainsi que le temps et/ou le nombre d’applications. Il
est également possible d’'implanter une plaque métallique sous la peau et d’apposer un aimant a la

surface de la peau pour provoquer une ischémie (Peirce et al. 2000).
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Les patients diabétiques présentent un risque accru de développer des plaies chroniques, le plus
souvent au niveau du pied pouvant mener jusqu’ a I'amputation. Les causes de ce défaut de
cicatrisation sont encore mal connues. Il a cependant été montré que les diabétiques en conséquence
de I'hyperglycémie, accumulaient, au niveau de la peau, des produits terminaux de glycation comme

le CML.

L’objectif de ce travail de thése a été de mettre en évidence les effets de la glycation au
niveau cutané afin de mieux comprendre les défauts de cicatrisation des diabétiques.
L’efficacité de la metformine in vitro et sur des plaies chroniques induites chez la souris

diabétique Db/Db, a été étudiée

La premiere problématique a laquelle nous avons voulu répondre est comment modéliser le diabéte
in vitro. Nous savons que les dicarbonyles contribuent fortement aux complications observées chez
les diabétiques. Ici, nous avons choisi d’utiliser le glyoxal comme agent glyquant car il est retrouvé en
grande quantité dans le plasma des patients diabétiques et est a I'origine de la production de CMLs

qui sont fortement présents dans le derme et |'épiderme des patients.

De par ses nombreuses capacités pharmaceutiques présentées dans l'introduction, nous avons
souhaité tester la metformine comme molécule thérapeutique pour améliorer la cicatrisation des

diabétiques.

Afin de mettre en évidence les parametres de la cicatrisation altérés par le glyoxal, nous avons effectué
différentes expériences in vitro sur les fibroblastes, les cellules endothéliales et les kératinocytes en

culture.

Dans un premier temps, nous avons étudié I'effet du glyoxal sur le comportement de fibroblastes
dermiques humains. La prolifération, la migration, la production de matrice extracellulaire et le
métabolisme des lipides ont été analysés. Nous avons ensuite cherché a comprendre I'effet du glyoxal
et de la metformine sur les kératinocytes et cellules endothéliales dans un environnement complexe.
Pour ce faire, un modele de derme vascularisé, une peau totale et un modeéle de cicatrisation 3D ont
été réalisés. Enfin, un pansement a base de metformine a été testé sur un modele de plaies chroniques

chez la souris diabétiques afin d’étudier son efficacité dans un modéle in vivo.
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Localisation de

Nom Type Sexe Age
PPexplant de peaun
NHDF 1 Fibroblastes Mamimaire Féminin 9 23 ans
NHDF 2 Fibroblastes Mamimaire Féminin 9 21 ans
NDHF 3 Fibroblastes Mammaire Féminin 9 18 ans

Table 4.

Fibroblastes utilisés en 2D
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1 Culture cellulaire 2D
1.1 Préparation des solutions

Le glyoxal (Ref.50649 Sigma) est dilué avec de I'eau a 0,6 M puis stérilisé via un filtre de 0,22 um. A
cette concentration le glyoxal est conservé jusqu’a 15 jours a 4°C. Le glyoxal est dilué dans le milieu

de culture selon la concentration finale désirée.

La metformine (IPCA lot.4314 et lot. 5200 Ref.ML2RMI) est diluée a 700 mM dans de I’eau puis est
stérilisée via un filtre de 0,22um. A cette concentration la metformine est aliquotée par 500 pl et
conservée a - 20°C. La metformine est diluée dans le milieu de culture selon la concentration finale

souhaitée.

L’acide ascorbique est préparé extemporanément a 10 mg/ml dans du milieu de culture. Il est ensuite
dilué au 200%™ pour atteindre une concentration finale au contact des cellules de 50 pg/ml. Aprés

filtration, I'acide ascorbique est conservé maximum 6h a 4°C a I'abri de la lumiére.

FPS-ZM1 (4-Chloro-N-cyclohexyl-N-(phenylmethyl)benzamide) (Ref. ab235552 Abcam) est solubilisé
dans du DMSO (Diméthylsulfoxyde) puis dilué a 500 mM dans du milieu de culture. Le milieu est

ensuite stérilisé a I'aide d’un filtre 0,22 um.

1.2 Fibroblastes

Des fibroblastes primaires issus de 3 donneurs différents sont utilisés entre les passages 2 et 10 (Table
4). Les cellules sont cultivées en milieu DMEM Low Glucose (1g/l) (Ref.31885049 Thermofisher)
supplémenté avec 10 % SVF et 1% Zellshield (Ref.13-0150 Cliniscience) a 37 °C et 5% CO; en milieu

humide.

1.2.1 Analyse des protéines matricielles déposées et sécrétées

Les cellules sont ensemencées a raison de 30 000 cellules par cm? dans des boites de 100 mm et
cultivées pendant 48h pour atteindre la confluence. 50 pug/ml d’acide ascorbique sont ajoutés ainsi
que 0,6 mM de glyoxal. Apres 6 jours, les cellules sont rincées 2 fois avec du PBS 1X et 5ml de DMEM
low glucose 1% Zellshield et 0% SVF sont ajoutés. Le SVF est éliminé dans le but d’analyser les
protéines du surnageant. Le 8™ jour post-confluence, le surnageant est récupéré. Aux 5 ml de milieu
sont rajoutés 200 ul d’inhibiteur de protéase 25 X (Ref.5056489001 Merck) et 125 ul d’EDTA 0,2 M
puis les milieux sont congelés a -80 °C. Les cellules restées sur le fond de la boite sont rincées 2 fois

avec du PBS 1X et congelées a sec a -80°C pour une extraction ultérieure.
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1.2.2 Analyse de la migration par scratch test / Time lapse

Les cellules sont ensemencées a raison de 30 000 cellules par cm? dans des plaques 24 puits et
cultivées pendant 48h pour atteindre la confluence. Un scratch est ensuite réalisé avec un céne p20
au centre de chacun des puits. 3 rincages doux avec du PBS 1X sont effectués. Afin de réduire la
prolifération des fibroblastes la concentration en SVF est abaissée a 1%. 1ml de DMEM low glucose
1% SVF ; 1% Zellshield est ajouté en présence de 0,6 mM de glyoxal et/ou 7 mM de metformine. Des
photos sont ensuite prises toutes les 10 min pendant 48h grace a un microscope time lapse inversé
(Zeiss AxiObserver Z1) a 37°C et 5% CO; a 'aide d’un objectif 10. L’aire non refermée est quantifiée
via Image J toutes les 6 heures. La quantification de la fermeture est effectuée sur 6 puits par condition

en calculant la moyenne de 2 zones d’un puits.

1.2.3 Cytométrie en flux

Les fibroblastes sont ensemencés dans des flasques 75 cm? a raison de 3x10° cellules par flasque.
Apreés 3 jours, 0,6 mM de glyoxal et/ou la metformine a 7, 2,1 et 0,7 mM sont ajoutés dans le milieu
de culture pendant 24h. Aprés trypsination et centrifugation, les cellules sont resuspendues dans 500
ul (2x108 cellules / mL) de tampon de fixation (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 4 mM KCl, and 0.75 mM
MgCly). Une solution de 2.5 mM CaCl2, 5 uL Annexin V-APC (BD Biosciences #550474), et 2.5 ug/mL
iodure de propidium (Roche # 11348639001) est préparée et ajoutée a 100 pl de suspension cellulaire.
Aprés 10 min sur glace a 'abri de la lumiere, les cellules sont traitées par cytométrie en flux (BD
Biosciences FACS Melody). Le signal est analysé avec le logiciel Flow Jo. Un minimum de 30 000
cellules par échantillons est analysé. Les cellules Annexin V-/PI- sont considérées comme viable et non
apoptotiques, les cellules Annexin V+/Pl- en apoptose précoce et les cellules Annexin V+/Pl+ en

apoptose tardives.
1.2.4 Analyse de la morphologie cellulaire et des forces mécaniques.

Les fibroblastes sont cultivés selon le protocole de Guillon et al 2021. La société Bioméca a ensuite
réalisé les mesures du module élastique qui est inversement proportionnel a la rigidité ce qui permet
d’estimer la force de traction comme décrit dans l'article Guillon et al 2021. Concernant la
morphologie cellulaire elle est estimée via le logiciel image J. La circularité est calculée grace au ratio :
41 x surface / périmeétre. La solidité correspond au rapport : I'aire de la cellule / I'aire de I'enveloppe

convexe. Enfin, I'aspect ratio est calculé par le rapport : axe majeur / axe mineur.
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Réactifs Agilent Volume a ajouter Concentration finale
Seahorse X¥F DMEM Medium 485 ml
pH 7,4 Ref.103575-100 .
Seahorse XF Glucose (1 M)
500 pl 10 mM
Ref.103577-100 :
Seahorse XF Pyruvate (100
500 pl 1 mM
mM) Ref.103578-100 K
Seahorse XF L-Glutamine
500 pl 1 mM
(200 mM) Ref.103579-100 }
Table 5. Réactifs et quantités utilisés pour le Seahorse
Volume de Volume de Volume a Concentration
Solution Stock drogue a milien d’essai a ajouter dans le Port finale dans le
prélever prélever port port
Oligomycin 1.5 mM
Sigma Ref.04876 30 pl 2970 pl 55 ul A 1.5 pM
FCCP 1 mM Sigma
Ref.C2920 90 pl 2910 pl 62 pl B 3 uM
Rotenone S00 pM
Sigma Ref.R8875+
Antimycin A 500 pM 60 ul 2940 pl C
Sigma Ref.A8674
Sigma

Table 6. Préparation des drogues pour le Seahorse
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1.2.5 Analyse du métabolisme cellulaire par la technologie Seahorse

Les cellules sont ensemencées dans une plaque 24 puits Seahorse (Agilent, Ref.100777-004) a raison
de 40 000 cellules par puits dans 1 ml. Le lendemain, soit 24h avant I'analyse, le milieu est changé en
ajoutant 0,6 mM de glyoxal. De plus, la cartouche 24 puits (Agilent, Ref.102340-100) qui va servir de
capteur le jour suivant, est hydraté avec 1ml de calibrant (Agilent, Ref.103059-000) par puits. La
cartouche est placée toute la nuit a 37°C sans CO,. Le lendemain, 50 ml de milieu d’essai DMEM sont

préparés selon la Table 5

La plaque avec les cellules est retournée sur un papier pour éliminer complétement le milieu de
culture et 1 ml de milieu d’essai est ajouté dans chacun des puits. La plaque est placée 1h a 37°C sans

CO.,. En attendant les drogues sont préparées et ajoutées dans les ports selon la Table 6.

Aprés avoir rempli les ports, la calibration de la cartouche peut étre lancée via le Seahorse en suivant
le protocole « cell mito stress » du logiciel Wave. En paralléle la morphologie des cellules est vérifiée
par microscopie a contraste de phase. La plaque de culture est de nouveau retournée sur un papier

pour éliminer tout le milieu d’essai et 500 pul de milieu d’essai sont ajoutés dans chacun des puits.

A la fin de la calibration la plaque avec le calibrant est retirée et la plaque de culture est ajoutée dans

le Seahorse. La mesure peut commencer selon le programme suivant :

Programme de mesure du Seahorse

- Calibration : 20 4 30 min

- 3 mesures duniveau basal de respiration : 3 cycles (3 min de mix / 2 min de pause/ 3 min de mesure)
—> Injection Oligomycin (Port A)

- 3 cycles de mesure (3 min de mix / 2 min de pause / 3 min de mesure)

—> Injection FCCP (PortB)

- 3 cycles de mesure (3 min de mix / 2 min de pause / 3 min de mesure)

—> Injection Roténone / Antimycin A (Port C)

= 3 cycles de mesure (3 min de mix / 2 min de pause / 3 min de mesure)

Une fois I'analyse terminée, la plaque de culture est retournée sur un papier pour éliminer le milieu.
100 pul de DAPI (2 pg/ml) sont ajoutés dans chacun des puits pour permettre la coloration des noyaux.
Aprés 15 min d’incubation a température ambiante et a I'abri de la lumiere, les cellules sont observées
le nombre de noyaux est automatiquement compté. Via le logiciel Wave, une normalisation est
effectuée a partir du compte de noyaux par puits. Le taux de consommation d’oxygéne est représenté

en pmol/min/40 000 cellules.
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Ancrage en

whatman
Plaque 12 puits Plaque 6 puits
Taille perforateur extérieur
2.2 3,

(cm) i.le6
Taille perforateur intérieur 16 29
(cm) . 2

Volume de solution a ajouter
- 0.5 1.5

par puit (ml)

Table 7. Taille de perforateur a utiliser pour les ancrages des éponges

Acide acétique glacial 0.1%

Eponge Chitosan / Collagéne Bovin Recette (375 ml)
Chitosan IT 0.9375 g
Collagéne bovin type I-ITI 3375 g
375 ml

Table 8. Produits a utiliser pour fabriquer une éponge de collagéne bovin / chitosan
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2 Culture d’'un modele de peau 3D
2.1 Fabrication des éponges

Afin de pouvoir manipuler les éponges, des ancrages sont préparés avec du papier whatman. Les
ancrages vont permettre d’éviter que I'éponge se contracte trop. Des perforateurs ronds de deux
tailles différentes sont utilisés afin d’obtenir un cercle de papier whatman. La dimension des
perforateurs a utiliser differe en fonction de la taille de I'éponge souhaitée et du support utilisé (Table

7))

Les ancrages sont placés au fond des puits des plaques avant la distribution de la solution de collagene
bovin / chitosan.
De I'acide acétique glacial 0,1% est préparé en ajoutant 500 ul d’acide acétique glacial pur a 374,5 ml

d’eau apyrogene (Table 8).

Préparation du collagéne bovin :

262,5 ml d’acide acétique glacial 0,1% sont placés dans un bécher d’1L avec un agitateur magnétique
a 37°C. Il est impératif que la température soit de 37 °C sinon le collagéne aura de la difficulté a se
dissoudre et si la température est supérieure a 40°C, le collagéne va se dénaturer. Le collagene est
ajouté dans le bécher et la solution est laissée sous agitation constante a 37°C pendant 1 heure (Table

8).

En parallele, le chitosan est préparé de la fagon suivante :

Sous une hotte chimique, le chitosan est dissout dans 75ml d’acide acétique glacial 0,1 %, sous
agitation constante dans un bécher de 250 ml (Table 8). Pour aider a la dissolution, 10 gouttes d’acide
acétique glacial pur sont additionnés. Cette étape est réitérée toutes les 5/10 min jusqu’a dissolution
compléte. La solution est maintenue sous agitation lorsqu’elle devient claire et sans morceaux de

chitosan.

Le chitosan est alors progressivement versé dans le collagéne, jusqu’a la formation d’un petit siphon.
L'agitation est ensuite prolongée 30 min a 37°C. Pour finir, la solution est complétée avec le reste
d’acide acétique glacial 0,1%. Le mélange est maintenu a 37°C pendant la distribution dans les puits.
Si des bulles se forment, il est important de les éliminer. Les éponges sont lyophilisées et peuvent étre

conservées a température ambiante pendant plusieurs mois.
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2.1.1 Stérilisation

La stérilisation des éponges est effectuée par le remplissage complet des plaques (puits et espaces
entre ces derniers) avec de I'’éthanol 70% pendant 24h a 4°C. Par la suite, I'éthanol est enlevé par
aspiration en conditions stériles (sous hotte a flux laminaire), puis les puits sont rincés avec du milieu
DMEM. Les puits sont ensuite remplis avec 3 ml de milieu de culture DMEM, 300 U /ml de pénicilline
G, 75 pg/ml de gentamicine et 1,5 ug/ml de fungizone (soit 3 fois la dose d’antibiotiques
habituellement utilisée) et incubés a 372C, 8 % CO, pendant 24h. Le milieu est alors changé pour du
DMEM sans antibiotiques et les plaques sont incubées a 372C, 8 % CO,, afin de vérifier s’il y a présence

d’une contamination microbiologique.
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Nom Type Localisation Sexe Age
NHDF 4 Fibroblaste Mammaire Femme 9 55 ans
NHDF 5 Fibroblaste Mammaire Femme Q 38 ans
HDMEC Endothéliale Prépuce Homme 6\ 54 jours

NHEK-GFP Kératinocyte Prépuce Homme 8 12 jours

NHEK Kératinocyte Mammaire Femme Q 55 ans

NHEK Kératinocyte Abdominale Homme 6\ 38 ans

Table 9. Cellules utilisées pour les expériences en 3D
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2.2 Culture cellulaire

2.2.1 Fibroblastes

Les NHDF (Normal Human Dermal Fibroblasts) (Table 9) sont cultivés entre les passages 4 et 6 dans du

DMEM supplémenté avec du SVF 10%, 100U /ml de pénicilline et 25 pug/ml de gentamicine.

2.2.2 Cellules endothéliales

Les HDMEC (Human Dermal Microvascular Endothelial Cells) (Table 8) sont cultivées dans des flasques
75 cm? gélatinées entre les passages 4 et 6. Pour ce faire, de la gélatine 0,1% est préparée a partir de
la gélatine 1% stérile stockée a 4°C. La gélatine 1% est chauffée au bain marie a37 °C. Le volume
nécessaire d’eau apyrogeéne est ajouté pour une concentration finale de 0,1% et la solution est
stérilisée par passage sur un filtre 0,22 um. 10 ml de la solution de gélatine 0,1% sont ajoutés dans
des flaques 75 cm? et il faut s’assurer que toute la surface soit bien recouverte. Les flasques sont
laissées a 4°C entre 12 et 30 h bien a plat. Les flasques sont posées a la verticale et le surplus de

gélatine est aspiré. Les flasques peuvent étre conservées a 4°C pendant plusieurs mois.

Les HDMECs sont cultivées dans le milieu « Endothelial Cell Growth Medium MV2 » (Promocell, Ref.C-
22121) supplémenté avec les additifs du « Supplement pack » (Promocell, Ref.C-39221). 100 U/ml de

pénicilline et 25 pg/ml de gentamicine sont ajoutés. Les cellules sont trypsinées a 90 % de confluence.

2.2.3 Kératinocytes

Les NHEK (Normal Human Epidermal Keratinocyte) (Table 8) sont utilisés entre les passages 2 ou 3. Du
milieu DMEM HAM (DH) est supplémenté avec 5 % de sérum de veau reconstitué FetalClone Il de
hyclone (Fisher scientific, Ref.SH3006603), 100 U/ml de pénicilline, 25 pug/ml de gentamicine, 0,4
pg/ml d’hydrocortisone, 5 pg/ml d’insuline, 10 ng/ml d’EGF (Epidermal Growth Factor) et de
I'lsoprotérénol. Une couche nourriciere humaine de fibroblastes (CNH) va permettre la culture des
kératinocytes. Des fibroblastes sont préalablement irradiés (Québec, CANADA), ils n’ont alors plus la
capacité de proliférer mais sont capables de sécréter les facteurs nécessaires a la prolifération et
participent a la survie des kératinocytes. 0,6 millions de CNH sont ensemencés par flasque 75 cm? et
20 ml de milieu DH sont ajoutés. Le milieu est changé une semaine plus tard. Afin de conserver les
facteurs sécrétés par les CNH, le milieu ne doit pas avoir été changé depuis minimum 24h lorsque les
kératinocytes sont ensemencés. 0,3 millions de ses derniers sont alors ajoutés par flasque dans les 20

ml de milieu des CNH. Les cellules sont trypsinées a 90 % de confluence.
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Figure 44. Protocole de culture des dermes vascularisés et des peaux complétes 3D

3 Traitement Dose 2 : Epiderme (Interface air-
Traitement Dose 1 : Derme o
liquide)
Glyoxal 0,5 mM Glyoxal 0,2 mM

Metformine 0,7 mM Metformine 0,07 mM

Metformine 2,1 mM Metformine 0,38 mM
Metformine 0,7 mM + Glyoxal 0,5 mM Metformine 0,07 mM + Glyoxal 0,2 mM
Metformine 2,1 mM + Glyoxal 0,5 mM Metformine 0,38 mM + Glyoxal 0,2 mM

Table 10. Concentrations utilisées pour les peaux 3D

Figure 45. Photo d'une peau 3D élevée a l'interface air-liquide
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2.3 Modele de dermes vascularisés et de peaux completes 3D

Des éponges stérilisées en plaque 12 puits sont utilisées. Le milieu des éponges est éliminé pour
procéder a leur ensemencement. Une suspension cellulaire est préparée avec 0,8 millions de cellules
endothéliales et 0,8 millions de fibroblastes dans 50 pul. Pour ce faire, un mélange volume pour volume
des deux milieux de culture est utilisé pour resuspendre et ensemencer les cellules. 50 ul de la
suspension sont déposés de fagon homogene a la surface des éponges (Figure 44). Afin de permettre
aux cellules d’adhérer, les éponges sont laissées au moins 2h dans I'incubateur a 37 °C et 8% CO,. Un
milieu volume a volume de milieu pour fibroblastes et cellules endothéliales avec 25 pug/ml d’acide
ascorbique est préparé (on considére que le milieu pour cellule endothéliale contient déja de I'acide
ascorbique). 3 ml par puits sont ajoutés et le milieu est changé tous les 2 jours pendant 7 jours en
laissant I’éponge en immersion. Les traitements correspondants a la dose 1 sont ensuite ajoutés dans
le milieu (Table 10) et maintenus pendant 7 jours avec I'éponge en immersion (Figure 44). Au bout de
14 jours certaines éponges sont fixées en PFA 4% pour obtenir des modeles de dermes vascularisés.

Sur d’autres éponges, des kératinocytes sont ensemencés sur les dermes pour obtenir un modéle
complet de peaux reconstruite. Pour ce faire, les éponges sont placées en plaques 6 puits et des
anneaux correspondant au diameétre de I'éponge sont positionnés sur les éponges. 2 ml de milieu DH
complet + 50 pug/ml acide ascorbique, sont ajoutés autour de I'anneau. Il faut bien vérifier I’étanchéité
de I'anneau et s’assurer que le milieu autour ne passe pas au centre de I'lanneau au niveau de I'éponge.
Une suspension de 0,8 millions de kératinocytes / 500 pl bien homogeéne est préparée Et 500 pl de
cette suspension sont ajoutés au centre de I'anneau et laissés a 37°C et 8% CO, pendant 5 h. L’anneau
peut ensuite étre retiré délicatement et le volume par puits est ajusté a 5 ml. Les éponges sont gardées
en immersion pendant 5 jours sans aucun traitement et uniquement en présence de milieu DH
complet avec acide ascorbique 50 pg/ml pour permettre aux kératinocytes de proliférer et de former
la couche basale (Figure 44). Les éponges sont ensuite placées a l'interface air-liquide (le derme au
contact du milieu et I'épiderme au contact de I'air). Un support permet la surélévation des éponges
tout en favorisant la circulation du milieu sous I'éponge (Figure 45). Le milieu de culture utilisé a partir
de ce moment est un milieu DH dépourvu d’EGF pour favoriser la différenciation des kératinocytes.
Les traitements sont également ajoutés d’apres la dose 2 décrite dans la Table 10. Les concentrations
de tous les traitements sont diminuées une fois les kératinocytes ajoutés car ils sont plus sensibles
que les fibroblastes et les cellules endothéliales. 4 ml de milieu sont ajoutés par puits, le milieu doit
atteindre le niveau de I’éponge sans I'immerger. Le milieu est changé tous les 2 jours pendant 20 jours
a l'interface air-liquide en présence des traitements correspondant a la dose 2. Les éponges sont

ensuite fixées au PFA 4%.
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Figure 46. Protocole de culture pour le modéle de cicatrisation 3D

Traitement Epiderme

Contrdle : Non traité

Glyoxal 0,3 mM

Metformine 0,07 mM

Metformine 0,38 mM

Metformine 0,07 mM + Glyoxal 0,3 mM

Metformine 0,38 mM + Glyoxal 0,3 mM

Table 11. Concentrations utilisées pour le modele de cicatrisation 3D
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2.4 Modele de cicatrisation 3D

Des éponges stérilisées en plaque 6 puits sont utilisées. Le milieu des éponges est éliminé pour
procéder a I'ensemencement des cellules. Une suspension cellulaire avec 0,8 millions de fibroblastes
dans 200 pl est préparée. 200 ul de cette suspension sont déposés de fagcon homogene a la surface
des éponges et laissés au moins 2h dans I'incubateur a 37 °C et 8% CO,. 5 ml de DMEM complet avec
50 pg/ml d’acide ascorbique sont ensuite ajoutés. Attention, il faut préparer le double de derme avec
fibroblastes par rapport au nombre de modele de cicatrisation souhaité in fine.

La moitié des dermes est cultivée pendant 31 jours en immersion avec DMEM complet + acide
ascorbique 50 pg/ml/. L’autre moitié est destinée a 'ensemencement des kératinocytes GFP. Au bout
de 14 jours en immersion, les éponges sont transférées dans des boites de pétri 65 mm. Des anneaux
correspondant au diametre de I'éponge sont positionnés sur les éponges. 4 ml de milieu DHC + AA 50
pg/ml sont ajoutés en périphérie de I'anneau. Aprés s’étre assuré de I'étanchéité de I'anneau, 2
millions de kératinocytes GFP (réalisé par le LOEX en amont de mon séjour de rechercher sont obtenus
par transfection de lentivirus) dans 500 ul sont ensemencés au centre des anneaux et laissés a 37°C
et 8% CO, pendant 5 h. L’anneau peut ensuite étre retiré délicatement et le volume par puits est ajusté
a 10 ml. Les éponges sont gardées en immersion pendant 5 jours sans aucun traitement et uniquement
en présence de milieu DH complet avec de l'acide ascorbique a 50 pg/ml pour permettre aux
kératinocytes de proliférer et de former la couche basale. Comme décrit précédemment, les éponges
sont ensuite placées a l'interface air-liquide (Figure 46). Le milieu est changé pour un milieu DH
dépourvu en EGF. L'épiderme est maintenu pendant 7 jours a l'interface air-liquide pour lui permettre
de se différencier avec 6 ml de milieu. Les traitements sont ensuite ajoutés dans le milieu de culture
(Table 11) et renouvelés dans le milieu tous les 2 jours pendant 5 jours. Le 31°™ jour le milieu est
retiré et le dessous de I'éponge est délicatement placé sur une compresse stérile pour enlever un
maximum d’humidité. Un punch de 6 mm de diameétre est réalisé (Figure 46). Le milieu des dermes
cultivés pendant 31 jours est retiré, la partie supérieure de I'éponge est cette fois-ci placé sur une
compresse stérile quelques secondes. Le derme est déposé au fond d’une nouvelle p65 avec la partie
séchée vers le haut. L'épiderme est déposé sur le derme en veillant a ne pas faire de bulles (Figure
46). A I'aide d’une pince a clips de chirurgie et de 3 clips, le derme est fixé a I'épiderme. Pendant 2
heures a 37°C et 8% CO, le montage est laissé a sec afin de permettre I'adhésion des dermes entre
eux. Le montage est positionné sur un support air-liquide et 6 ml de milieu DH sans EGF en présence
des différents traitements sont ajoutés.

La premiere photo est prise le lendemain avec une caméra lumina qui va permettre de révéler la

fluorescence des kératinocytes. La fermeture de la plaie est ensuite suivie par prise de photos tous
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Tampo? 2 ml Tampon de dilution 4 ml
d’extraction
3 Na:HPO.,2H:0 a
Na:HPO4, 2H:0 a 64 1l 2 4 128 il
0.5MpH7.70u8 0.SMpH7.70u8
5 Inhibiteur protéase
Urée 8M 1500 pl
L 25X 160 pl
NP-4010% 100 pl
Inhibiteur protéase 80 pl EDTA 0.2M 100 pl
25X Eau 3612 pl
EDTA 0.2M 50 pul
Eau double distillée 206 pl

Table 12. Composants des tampons d'extraction et de dilution présents utilisés pour extraire la
matrice extracellulaire
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les deux jours pendant 12 jours. L’aire non refermée est quantifiée via Image J. Une moyenne sur 5

éponges est réalisée.

3 Technique de biochimie

3.1 Extraction des protéines
3.1.1 Extraction des protéines intracellulaires

Les cellules cultivées dans des boites 100 mm sont rincées 2 fois avec du PBS 1X. 184 ul de tampon T-
PER (Ref.78510 Thermofisher) + 8 ul d’inhibiteur de protéase 25X (Ref.5056489001 Merck) + 8 ul
d’inhibiteur de phosphatase (5 mM NaF; 50 mM BGlycerol phosphate; 1 mM NasNO,) sont ajoutés par
condition. Le lysat est placé sur glace et est vortexé toutes les 5 min pendant 30 min. Une
centrifugation a 14 000 g pendant 10 min a 4°C, permet d’éliminer les débris cellulaires. Le surnageant

est conservé a -20°C a court terme et a -80°C a plus long terme.

3.1.2 Extraction des protéines de la matrice extracellulaire

La veille de I'extraction, la quantité souhaitée de tampon d’extraction et de dilution est préparée

suivant la Table 12.

Dans le cas ou elles ont été congelées, les cellules sont décongelées sur glace pendant 10 min. 2 ml de
tampon d’extraction froid sont ajoutés pour lyser les cellules pendant au moins 2 h a 4°C sous agitation
douce. Un volume de tampon de dilution froid est ajouté pour récupérer le lysat aprés avoir gratter
les cellules a I'aide d’un grattoir. La bofite est ensuite rincée avec un nouveau volume de tampon de
dilution afin de récupérer un maximum du lysat. La concentration en urée de 2M est alors idéale pour
la précipitation. L'ADN et les débris cellulaires sont éliminés apres une centrifugation de 5 min a 4°C
et 20000g. Les protéines du surnageant obtenues, sont précipitées en ajoutant du TCA pour une
concentration finale de 10 %. La précipitation se poursuit en laissant les protéines 20 min sur glace.
Les protéines sont culotées et le surnageant est éliminé aprés une centrifugation de 10 min a 10 000
g et 4°C. Le culot est rincé et rapidement vortexé avec 1ml d’acétone a -20°C. Aprés 10 min de
centrifugation a 10 000 g et 4°C, le culot est séché sous la hotte. Les culots sont resuspendus dans 288
ul de tampon RIPA avec 12 pl d’inhibiteur de protéase 25X (Ref.5056489001 Merck). Les culots étant
trés denses, une étape de sonication est nécessaire. La sonication est réalisée 3x3 sec a une amplitude
de 40-50 Hz a I'aide d’un sonicateur. Les échantillons sont placés a nouveau sur de la glace et cette
étape est réitérée jusqu’a la dissolution compléte du culot. Les protéines sont ensuite prétes a étre

dosées.
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3.1.3 Extraction des protéines du surnageant

S’ils avaient été congelés, les milieux sont décongelés a 4°C puis centrifugés 5 min a 100g afin
d’éliminer le culot. Les protéines sont précipitées en ajoutant 100 ul de Triton X100 1% et 140 ul de
TCA (6,1N) (Trichoroacide)/ 5ml. Afin de mixer et d’optimiser la précipitation, le tube est inversé 8 fois
et incubé 20 min sur glace. Les protéines sont culotées et le surnageant est éliminé aprés une
centrifugation de 20 min a 19 000g et 4°C. Le culot est lavé et rapidement vortexé a I'éthanol absolu
froid. Une centrifugation de 10 min a 19 000g et 4°C est effectuée. Le culot est de nouveau lavé en
renouvelant la derniére étape. Le surnageant est éliminé et 1 ml d’acétone froid est ajouté. Le
surnageant est éliminé apres une centrifugation de 10 min a 19 000g et 4°C. Le culot est séché 15 min
a température ambiante puis resuspendu dans 200 pl de tampon RIPA en présence de 8 ul d’inhibiteur

de protéase 25X.

3.2 Immunofluorescence

3.2.1 BODIPY 493/503-Perilipin-2

Réalisation d’un tampon de microscopie (d’apres le protocole de Listenberger) : 5g d’albumine de
sérum bovin (BSA) ; 0,5g saponine, QSP 500 ml de PBS 1X sans calcium et sans magnésium. Le tampon
est filtré a I'aide d’un filtre 0,22 um. Une solution de 0,5 mg/ml de BODIPY 493/503 est préparée en
dissolvant la poudre dans de I’éthanol. Les aliquots de 500 pl peuvent étre conservés 1 an a -20 °C.

Une fois la culture terminée, le milieu de culture est éliminé et sans rincage, 2ml de PBS 1X-
formaldéhyde 2% sont ajoutés dans les puits pour fixer les cellules pendant 20 min n a température
ambiante. 4 rincages avec 2 ml de PBS 1X sont réalisés. Afin de perméabiliser et bloquer les sites
aspécifiques, 2 ml du tampon de microscopie sont ajoutés pour 1h d’incubation a température
ambiante. L’anti Perilipin-2 (Santa Cruz Biotechnology, Ref.sc-377429) et le BODIPY 493/503 (0,5
mg/ml) sont dilués au 200°™® dans du tampon de microscopie. 150 pl sont ajoutés par lamelle et le
tout est incubé la nuit a 4°C en chambre humide. 4 rincages avec 2 ml de PBS 1X sont réalisés.
L’anticorps secondaire est dilué au 1000°™ dans le tampon de microscopie et 150 pl sont ajoutés par
lamelle. Aprés 4 rincages de 2 ml avec du PBS 1X, les noyaux sont colorés au DAPI 2 pg/ml pendant 10
min a température ambiante. 4 derniers ringages au PBS 1X sont requis avant monter les lamelles sur

lame a l'aide d’une goutte de Permafluor.

3.2.2 Immunofluorescence et coloration HES

Le milieu des éponges est aspiré et les supports air liquide, si présents, sont retirés. Les éponges sont
fixées avec du PFA 4% a température ambiante pendant 30 min. Apres 3 ringages au PBS 1X, du sucrose

30 % est ajouté pour une incubation sur la nuit a 4°C. Apres un ringcage au PBS 1X, les éponges sont
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découpées et partagées en 2 a I'aide d’un scalpel et d’'une pince. Chaque moitié est coupée en trois :
un tiers est destiné au montage des blocs paraffines et les deux tiers sont destinées au montage des

blocs OCT.

Montage des blocs OCT : Des blocs OCT englobant les échantillons sont réalisés a I'aide d’azote liquide.
Les coupes, la coloration HES (Hématoxyline Eosine Safran) et les immunofluorescences ont ensuite
été effectuées par la société Novotec. Les références utilisées sont les suivantes : CD31 (Abcam

26364), K1 (Abcys VMA1612), Ki67 (Abcam ab15580), Loricrine (Abcam ab85679).

3.2.3 Sur éponge complete pour observer le réseau vasculaire
Cette méthode permet d’effectuer une immunofluorescence sur I'’éponge dans sa globalité sans

coupe. Le but est d’observer le réseau vasculaire au travers de I'éponge par une vue du dessus par
microscopie confocale. Pour ce faire, apres fixation, des petits carrés des éponges dermiques sont
découpés et placés dans des plaques 24 puits. 300 pl de milieu de blocage sont ajoutés : PBS 1X +
Triton X100 0,3% + sérum d’ane 5%. Aprés 20 min d’agitation a température ambiante, les anticorps
|2 PECAM 1 (R&D system AF806) et NG2 (BD Biosciences 554275) sont dilués dans le milieu de
blocage au 400 eme et 200 pl sont ajoutés par puits. Une incubation toute la nuit sous agitation a 4°C
est effectuée. Le lendemain, les éponges sont rincées 3 fois 2 ou 3 min, avec du PBS 1X + Triton X100
0,3%. Les anticorps secondaires sont dilués dans le milieu de blocage. 200 ul sont ajoutés par puits.

Incuber 1h a température ambiante sous agitation. Les éponges sont rincées
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Gel de séparation : pour 1 gel de 1,5 mm (10 ml)

Gel de concentration (10 ml)

Acryl./bis Acryl % 6 10 Acryl./bis Acryl % 4
Eau (milliQ) (ml) 5.24 4,015 Eau (milliQ) (ml) 6.1
Tris pH 8.8 (ml) 2.5 2.5 Tris pH 6.8 (ml) 2.5

SDS 10% (ul) 100 100 SDS 10% (ul) 100
TEMED (ul) 10 10 TEMED (ul) 10
A.Bis Acryl 30/0.8% (ml) 2 3.33 A.Bis Acryl 30/0.8% (ml) 13
APS 20% (ul) 100 100 APS 20% (ul) 100
Table 13. Protocole d'un gel de western blot 6 et 10 %
Anticorps I7" Origine Blocage Dilution
Anti-Carboxymethyl-Lysine . A
L BSA 59 1
Abcam ab27684 apin SA 5% /500 éme
Anti-AMPKa : . X
Cell signaling #2532 Lapin BSA 5% 1/1000 éme
Anti-Phospho-AMPKa
(Thr172) Lapin BSA 5% 1/1000 eme
Cell signaling #2535
Anti-collageéne | , 0 A
Novotec 20111 Lapin BSA 5% 1/1000 éme
Anti-Actine . o 5
Merck 6A2910 Souris BSA 5% 1/5000 éme

Table 14.Anticorps utilisés en Western-Blot
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2 fois au PBS 1X Triton X00 0,3% et une fois avec du PBS 1X seul. Les lamelles sont montées sur lame

avec du milieu de montage en s’assurant que le haut de I’éponge est au contact de la lamelle.

3.3 Western blot

Les protéines sont dosées d’aprés les recommandations du fournisseur avec le kit Pierce BCA Assay

Kit (Thermofisher, Ref. 23225).

Le gel de séparation est préparé (Table 13) avec un pourcentage d’acrylamide choisi en fonction du
poids moléculaire des protéines d’intérét a analyser. Le gel de concentration est également préparé,

toujours a 4 % d’acrylamide dans les études présentées.

Les protéines sont dénaturées dans du tampon Laemmeli (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8; Bromophenol
Blue 0,01%; glycérol 10%; SDS 2%; DTT 50 mM) a 95 °C pendant 5 min. Aprés dépot sur gel, la migration
est effectuée dans un tampon TG-SDS 1X a 90 V pendant 20 min puis a 150V jusqu’a la fin de la
migration. Une membrane de PVDF (polyfluorure de vinylidéne) est activée 30 sec dans de I'éthanol.
Le montage pour transfert liquide est réalisé. Le transfert est effectué a 4°C a 220 mA pendant 1h
minimum. La présence des protéines sur la membrane est vérifiée apres coloration pendant 2 min au
rouge ponceau. Une solution de TBS-1X- tween 20 0,1% est utilisée comme solution de lavage et de
dilution. Le blocage est réalisé a 'aide de BSA 5% dilués dans TBS-Tween pendant 1h a température
ambiante sous agitation. Les anticorps primaires sont dilués dans TBS-Tween BSA 5% (Table 14) et
sont incubés toute la nuit a 4°C sous agitation. Aprés 3 lavages, I'anticorps secondaire diluée au
10000°™ (goat anti-rabbit HRP conjugate, BioRad #1706515 ou goat anti-mouse HRP conjugate BioRad
#1706516 ) est incubé 1h a température ambiante sous agitation. 5 lavages de 5 min sont effectués
avant d’incuber la membrane a I'ECL (Thermofisher, #34080) pendant 5 min avant la révélation par

chimioluminescence via la caméra fusion.
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Figure 47. Induction de la plaie de compression chez la souris
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4 Expériences in vivo

Les expérimentations ont été réalisées sur souris diabétiques (BKS-Leprdb/db/JOrIRj) males (Janvier
Labs). Il s’agit de souris diabétiques congéniques mutantes pour le récepteur a la leptine (Leprdb) dites
Db/Db. Dés leur arrivée, les souris sont réparties de facon aléatoire dans des cages a raison de 2
animaux/cage avec un accés ad libitum a I'eau et a la nourriture dans une animalerie respectant
un cycle jour/nuit de 12h/12h. Les animaux étaient dgés de 12 semaines au début des

expérimentations avec 4 semaines de diabéte (vérifié par Janvier Labs).

Les expérimentions ont été réalisées conformément a la réglementation en rigueur sur l'utilisation
des animaux a des fins scientifiques. Un dossier de demande d’autorisation a I’expérimentation
animale décrivant les procédures a été soumis et approuvé par le comité d’éthique en
expérimentation animale de Lyon (numéro d’enregistrement CECCAPP_IBCP_2020-004) puis par

le Ministere de la Recherche — Service Autorisation de projet.

4.1 Dépilation

48h avant les expérimentations, les souris sont dépilées afin de pouvoir étudier la peau et induire des
plaies sans le poil dense et épais de ces souris. Les souris sont d’abord anesthésiées sous isoflurane

(OSALIA) avec une induction a 4% puis a 2% au masque sur une plaque chauffée a 35°C. Les poils sont
rasés a I'aide d’un rasoir électrique puis de la creme Veet® est étalée sur le dos de la souris. Aprés 30

sec, la creme est éliminée avec une compresse seche puis avec une compresse avec de |'eau tiéde

pour éliminer tous les poils. La peau est ensuite séchée avec une compresse seche.

4.2 Induction de l'ulcére de pression

Les souris sont anesthésiées a I'isoflurane (4% puis 2% au masque sur plaque chauffée a 35°C. Le dos
de la souris et les aimants sont désinfectés a I'aide d’'une compresse imbibée d’alcool 70%. En
effectuant un pli de peau au milieu du dos, les aimants sont positionnés de part et d’autre (Figure 47.
A). l'animal est replacé dans sa cage pendant 3h. La souris est de nouveau anesthésiée sous isoflurane,
les aimants sont retirés et la peau est remise a plat. Des frictions sont appliquées a I'aide d’un coton-

tige : 10 allers-retours de gauche a droite et 10 aller-retour de haut en bas.

24h et 48h apres le début de la compression les étapes sont répétées afin d’obtenir 3 compressions
de 3h sur 3 jours (Figure 47. B). 4 jours aprés la plaie est nettement visible, un débridement est donc
réalisé afin d’enlever la crolite qui s’est installée. Une fois le débridement effectué, les différents

pansements prédécoupés a la taille des plaies sont disposés sur le dos des souris. Afin de maintenir
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les pansements en place pendant 2 jours des bandes de Tegaderm® d’une largeur del,5 cm font le

tour du corps de la souris. Le pansement est changé et une photo est prise tous les 2 ou 3 jours jusqu’a

la fin de la cicatrisation.
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1 Résultats 2D in vitro

1.1 La glycation par le glyoxal induit de profonds changements dans le
comportement des fibroblastes dermiques.

L’étude de I'effet du glyoxal sur le comportement des fibroblastes a fait I'objet d’'une publication

dans le journal « BMJ Open Diabetes Research & Care » en 2021.
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Glycation by glyoxal leads to profound
changes in the behavior of dermal

fibroblasts
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Dominique Sigaudo-Roussel,? Christelle Bonod

ABSTRACT

Introduction Diabetes is a worldwide health problem
that is associated with severe complications. Advanced
Glycation End products (AGEs) such as Ne-(carboxymethyl)
lysine, which result from chronic hyperglycemia,
accumulate in the skin of patients with diabetes. The effect
of AGEs on fibroblast functionality and their impact on
wound healing are still poorly understood.

Research design and methods To investigate this, we
treated cultured human fibroblasts with 0.6 mM glyoxal

to induce acute glycation. The behavior of fibroblasts

was analyzed by time-lapse monolayer wounding healing
assay, seahorse technology and atomic force microscopy.
Production of extracellular matrix was studied by
transmission electronic microscopy and western blot. Lipid
metabolism was investigated by staining of lipid droplets
(LDs) with BODIPY 493/503.

Results We found that the proliferative and migratory
capacities of the cells were greatly reduced by glycation,
which could be explained by an increase in fibroblast
tensile strength. Measurement of the cellular energy
balance did not indicate that there was a change in

the rate of oxygen consumption of the fibroblasts.
Assessment of collagen | revealed that glyoxal did not
influence type | collagen secretion although it did disrupt
collagen | maturation and it prevented its deposition in

the extracellular matrix. We noted a pronounced increase
in the number of LDs after glyoxal treatment. AMPK
phosphorylation was reduced by glyoxal treatment but it
was not responsible for the accumulation of LDs.
Conclusion Glyoxal promotes a change in fibroblast
behavior in favor of lipogenic activity that could be involved
in delaying wound healing.
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INTRODUCTION

Diabetes is a metabolic disease and a major
public health problem: it affected more
than 460 million people in the world in 2019
(International Diabetes Federation). Chronic
hyperglycemia is the main feature of type I
and type II diabetes, which leads to micro-
vascular, neuropathic, and skin complica-
tons. Indeed, 6.3% of diabetics suffer from
a substantial delay in wound healing, which
results in chronic ulcers that can lead to
foot amputation. Approximately one million
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Significance of this study

What is already known about this subject?

» Advanced Glycation End products (AGES) accumu-
late over time in the skin of patients with diabetes.

» Collagen is one of the first targets of glycation, and
this leads to the disruption of the dermis, thereby
potentially contributing to the skin complications in
diabetes.

» The accumulation of AGEs leads to impaired wound
healing and the formation of chronic ulcers.

What are the new findings?

» There have been few studies to date of the pheno-
type of dermal fibroblasts in the presence of glyoxal,
and our research shows that AGEs alter key proper-
ties of fibroblasts.

» Exposure to glyoxal reduced fibroblast proliferation
and migration.

» We demonstrate that although collagen was being
synthesized, it was not being deposited in the extra-
cellular matrix.

» For the first time, we show that glycation can in-
duce ectopic lipid accumulation through increased
expression of PLIN2 in dermal fibroblasts, inde-
pendently of the AMPK pathway.

How might these results change the focus of

research or clinical practice?

» Treatment of fibroblasts with glyoxal reproduc-
es some of the modifications found in the skin of
diabetics.

» This model could be used to study the impaired
wound healing in patients with diabetes and to test
new therapeutic molecules and approaches.

patients with diabetes undergo toe or foot
amputations every year,1

Advanced glycation end products (AGEs)
are one of the key factors involved in
hyperglycemia-related complications. AGEs
are the result of the chemical reaction of
glucose with protein amino acid residues,
which theninitiatesacomplex process through
a non-enzymatic reaction called the Maillard
reaction.? * Common reaction products are
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members of the o-oxoaldehyde family, which comprise
glyoxal, methylglyoxal, and 3-deoxyglucosone (3-DG).?
Mera et al reported that the formation of AGEs in vivo is
highly dependent on o-oxoaldehyde and may contribute
to diabetic complications.* Glyoxal is found in large
quantities in the plasma of patients with diabetes and it
is responsible for the formation of Ne-(carboxymethyl)
lysine (CML) 357 proteins with a slow turnover rate such
as collagen are particularly subject to glycation and can
be cross-linked by glyoxal.5 Thus, diabetes results in the
accumulation of AGEs in skin as collagen-CML which
may contribute to the disruption of skin integrity, as
indicated by the high rate of impaired wound healing
in patients with diabetes.*'” A wound that do not heal
after 3 months is called a chronic wound. This generally
occurs when the inflammatory, the proliferative, and the
remodeling phases of the wound healing process are
prolonged and/or altered."

The proliferation phase involves fibroblasts from the
non-injured areas that start to proliferate and migrate
towards the center of the wound.'?'® At this time, the
fibroblasts secrete mainly collagen III and they can
differentiate into myofibroblasts that have contractile
capacities to reach the wound edges. At the same time,
neoangiogenesis results in vascularization of the dermis,
and re-epithelialization closes the epidermis. Then, the
purpose of the remodeling phase of the extracellular
matrix (ECM) is to replace the scar tissue with a physio-
logical matrix. During this phase, the fibroblasts produce
mainly collagen I in order to restore a matrix that resem-
bles uninjured tissue.'* Here, we wanted to study the
behavior of fibroblasts in a context of increased glyca-
tion, as is the case in patients with diabetes. Many studies
have shown that o-oxoaldehyde-modified collagen
affects fibroblast viability.15 14 However, the neosynthesis
of collagen by fibroblasts and their capacities to migrate
and proliferate in the presence of AGEs remain unclear.

In addition, it is known that glyoxal can mimic the
cellular metabolic stresses in diabetes.'” Indeed, diabetes
is linked with ectopic fat accumulation in non-adipose
tissue, including skeletal muscle and liver, associated with
insulin resistance and cell dysﬁmc[ion.]8 % An increase in
lipid droplets (LLDs) and their associated protein peril-
ipin-2 (PLIN2) are associated with metabolic diseases
such as diabetes or obf:sity.20 2 Here, we investigated
whether glycation by glyoxal could result in impaired lipid
metabolism, with an accumulation of LDs, as observed in
patients with diabetes.

The aim of this study was to investigate how increased
glycation can affect the dermis during diabetes in order
to obtain a better understanding of the impaired wound
healing in patients with diabetes. We focused on the
behavior of fibroblasts treated with an acute dose of
glyoxal to mimic the accumulation of AGEs that occurs
with diabetes. Our results could be used to study related
skin diabetic complications and test new therapeutic
molecules for their ability to improve skin healing.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

GCell culture

Normal human dermal fibroblasts were obtained from
breast biopsies of women who were between 18 and 23
years of age and who had signed an informed consent
form. One biopsy was provided by the ‘Hospice civils de
Lyon’ (DC-2008-162 delivered to the Cell and Tissue
Bank of Hospices Civils de Lyon), while the other two
cell samples were generated by PromoCell (Lot numbers
#4017028.2 and #4287014.2). The cells were cultured
in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) low
glucose (1g/L) (Thermo Fisher Scientific, #31885049)
supplemented with 1% ZellShield (Minerva Biolabs,
#130050) and 10% fetal calf serum (FCS) at 37°C in a
5% CO, atmosphere, and the cells were used between the
fourth and the eighth passage. To study the ECM, 50 pg/
mL of ascorbic acid was added once the cells had reached
confluency.

Flow cytometry

Flasks (75 cm®) were seeded with 3x10° cells, and after
3days, 0.6 mM glyoxal (Sigma-Aldrich, #50649) was added
to the proliferating fibroblasts for 24 hours. After tryp-
sinization and centrifugation, the cells were resuspended
in 500 pL. (2x10° cells per mL) of binding buffer (10mM
HEPES, 140mM NaCl, 4mM KCl, and 0.75mM MgCl,).
A working solution of 2.5 mM CaCl,, 5 pL. Annexin V-APC
(BD Biosciences #550474), and 2.5pg/mL propidium
iodide (Roche # 11348639001) was added to 100 pL of
cell suspension and incubated for 10min on ice in the
dark. The stained cells were subjected to flow cytometry
using a BD Biosciences FACS Melody, using a minimum
of 30 000 cells for each sample, and the flow cytometry
signal was analyzed with Flow Jo software. Annexin V/
PT cells were considered to be non-apoptotic and viable,
Annexin V'/PI" cells were considered to be in late apop-
tosis, and Annexin V' /PI cells were considered to be in
carly apoptosis.

Proliferation test

Fibroblasts (9.5><103) were seeded into 6-well sterile
plates. After 24hours, 0.6mM glyoxal was added for
a further 24hours and the cells were counted using a
Malassez counting chamber over the course of bdays in
the presence of trypan blue.

Time-lapse monolayer wounding healing assay

Fibroblasts (5.7x10%) were seeded into 24-well sterile
plates and cultured until confluent. Monolayer wound
healing assays were performed by scraping the confluent
cells, as previously described by Viglio et af, with a 20 pL
pipette tip.22 DMEM low glucose with 1% FCS was added
to reduce cell proliferation, with or without 0.6mM
glyoxal. Pictures of the monolayer wounds were taken
every 10 min for 48 hours using an inverted microscope at
37°C and 5% CO,. Image ] software was used to measure
the area not covered by cells (the non-healed area)
every 6hours from 0 hours to 48 hours. The percentage
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monolayer wound healing was quantified by calculating:

Area at time 0—Area at time X
Area at time 0 % 100.

Atomic force microscopy

Fibroblasts (16x10") were seeded into 35 mm Petri dishes.
After 1day, ascorbic acid (50pg/mlL) was added for
another 4days in order to produce collagen fibers, and
0.6mM glyoxal was then added for a further 24hours.
The cells were then fixed with 4% paraformaldehyde for
15 min. The subsequent measurements and analyses were
carried out by BioMeca SAS (Lyon, France). A Bioscope
Resolve device (Bruker) in PeakForce QNM (Quantita-
tive Nanomechanical Mapping) mode was used for the
atomic force microscopy (AFM), with a probe that had a
stiffness constant of 0.35N/m and a radius of curvature
<l0nm. The force measurements were performed in
1x Phosphate-Buffered Saline (PBS). Acquisition of the
force volume of 10 pm x 10 pm was performed on the
collagen at the edge of the fibroblasts. Each force volume
included 4096 measurement points. Each measurement
point corresponded to an indentation force curve, from
which the elastic modulus (Ea) was then extracted.
Quantification of the elastic modulus from the raw force
curves was performed using BioMeca Analysis processing
software.

Extracellular matrix and supernatant protein extraction for
determination of collagen | expression

Fibroblasts (1.68><10(’) were seeded and cultured in
100mm Petri dishes until confluent and then treated
with 50pg/mlL ascorbic acid, with or without 0.6mM
glyoxal. Six days later, the cells were washed with PBS and
FCS-free medium was added. The medium was collected
2 days later.

The proteins in the medium were precipitated with
0.02% Triton X-100% and 35% trichloroacetic acid and
incubated for 20min on ice. The samples were centri-
fuged at 19000x g for 20min at 4°C, and the superna-
tants were removed. The pellets were washed with cold
absolute ethanol. After centrifugation at 19000x g for
10min at 4°C, the pellets were washed with cold acetone.
Finally, after another centrifugation at 19000x g for
10min at 4°C, the pellets were resuspended in Radio-
immunoprecipitation Assay (RIPA) buffer containing a
protease inhibitor cocktail.

In order to extract proteins from the cells and the
ECM, extraction buffer (0.5 M Na,HPO, pH 7.7, 8 M
Urea, 10% NP-40, protease and phosphatase inhibitors,
and 0.2 M EDTA) was then added to the Petri dishes for
2hours at 4°C. The proteins were diluted tourfold in
0.5 M Na,HPO,, 0.2 M EDTA containing protease and
phosphatase inhibitors. After centrifugation at 20000x g
for 5min at 4°C, the supernatants were removed and the
proteins precipitated with 10% trichloroacetic acid. The
pellets were washed with cold acetone after centrifuga-
tion at 10000x g for 10min at 4°C and then resuspended
in RIPA buffer (Sigma #R0278) containing a protease
inhibitor cocktail (Merck #5056489001).

Intracellular protein extraction for determination of AMPK
expression

Fibroblasts (5.BXI05) were seeded into 100mm Petri
dishes and after 24hours, 0.6mM glyoxal was added
for a further 24 hours. The cells were lysed with Tissue
Protein Extraction Reagent (T-PER) buffer (Thermo
Fisher Scientific, #78510) containing a proteases inhib-
itor cocktail (Merck, #5056489001) and phosphatase
inhibitors (5 mM NaF, 10mM B-glycerol phosphate, and
1mM Na, VO,) for 30min at 4°C. After centrifugation at
14000x g, the supernatants were collected.

Western blotting

The total protein concentration was determined using
a Pierce BCA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
#23225) according to the manufacturer’s recommen-
dations. The absorbance at 560 nm was measured. The
proteins were denatured for 5min at 95°C in Laemmli
buffer (62.5mM TrisHCI pH 6.8, 0.01% bromophenol
blue, 10% glycerol, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS),
and 50mM 1,4-dithiothreitol (DTT), separated by poly-
acrylamide gel electrophoresis according to the protein
size in 1x tris-glycine SDS buffer. The proteins were then
electroblotted onto polyvinylidene difluoride (PVDF)
membranes (Merck Millipore, #1IPVH00010) in TG-20%
ethanol for between 1h30 and 3h00 at 220 mA at 4°C.
The PVDF membranes were then blocked for 1 hour with
1x tris-buffered saline (TBS) containing 0.1% Tween
20% and 5% nonfat milk or bovine serum albumin (BSA)
depending on the antibodies to be used. The primary
antibodies were diluted in 1x TBS containing 0.1%
Tween and nonfat milk (2%) or BSA (5%) and incubated
overnight at 4°C: rabbit polyclonal anti-type I collagen
(Novotec, #20111, 1:1000), rabbit polyclonal anti-
carboxymethyl-lysine (Abcam, #ab27684, 1:500), rabbit
polyclonal anti-AMPK (cell signaling #2532, 1:1000),
rabbit monoclonal anti-P-AMPK (Thr172) (cell signaling
#2535, 1:1000), mouse monoclonal anti-actin (Merck,
#6A2910, 1:5000). The membranes were incubated for
lhour at room temperature with goat anti-rabbit HRP
conjugate (BioRad #1706515) or goat anti-mouse HRP
conjugate (BioRad #1706516) diluted 1:5000 in 1x TBS,
0.1% Tween 20. The membranes were then incubated
for 5min with ECL reagent (Thermo Fisher Scientific,
#34580), and the antigens detected by chemilumi-
nescence. The signal was recorded using a Fusion Fx
system. Protein signals were evaluated using GelAnalyzer
software.

Indirect immunofluorescence staining

Fibroblasts (3.8x10") were seeded onto 12mm cover-
slips. After 24hours, 0.6mM glyoxal, 1mM AICAR
(5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide)
(Sigma #A9978), or both, were added for a further
24 hours and the cells were then fixed with 2% formal-
dehyde for 20min. BODIPY 493/503 (Thermo Fisher
Scientific, #D3922) and anti-perilipin-2 staining (Santa
Cruz Biotechnology, #sc¢-377429) were performed
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according to the protocol of Listenberger e al® The
coverslips were then incubated for lhour at room
temperature with Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit
IgG secondary antibodies (1:1000) (Thermo Fisher
Scientific, #A11034). The nuclei were labeled with 2png/
mL 4',6-diaminido-2-phenylindole (DAPT) and the cover-
slips were then mounted with Permakluor (Thermo
Fisher Scientific, #TA-030-FM). Images were acquired
with a Nikon ECLIPSE Ti-E microscope and NIS-Element
software.

Transmission electron microscopy

Fibroblasts (2.7x10°% were seeded into 35 mm Petri dishes
and cultured until confluent, followed by treatment with
50 pg/mL ascorbic acid, with or without 0.6 mM glyoxal,
for a further 8days. The cells were fixed with 2% glutar-
aldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer pH 7.3 for
lhour at 37°C. The cells were then rinsed three times
with 0.2 M sodium cacodylate buffer pH 7.3 and stored
at 4°C. All of the samples were postfixed in 1% osmium
tetroxide for 1 hour at room temperature and embedded
in epoxy resin (50% epon A/50% epon B). Ulwathin
sections (80nm) were contrasted with 7% uranyl acetate
and lead citrate and examined using a Philips CM 120
electron microscope (Centre Technologique des Micro-
structures, Université Claude Bernard Lyon 1, Villeur-
banne, France).

Seahorse extracellular flux analysis of mitochondrial
respiration

Cells (4><104) were seeded on a Seahorse XFe24 micro-
plate (Agilent, #100777-004) and after 24hours 0.6 mM
glyoxal was added for a further 24hours. A Seahorse
XFe24 Sensor Cartridge (Agilent, #102340-100) was
incubated with XF calibrant (Agilent, #103059-000)
solution overnight at 37°C in a non-CO, humidified incu-
bator. Seahorse XF DMEM assay medium pH 7.4 (Agilent,
#103575-100) was complemented the day of the experi-
ment with 10mM glucose (Agilent, #103577-100), 1 mM
pyruvate (Agilent, #1 03578-100), and 2mM L-glutamine
(Agilent, #1 03579-100). The cells were then washed with
assay medium and placed for 1 hour in a non-CO, humid-
ified incubator. Just prior to the assays, the cells were
washed again. The assays were performed with an Agilent
Seahorse XFe24 analyzer with controller after calibration
of the cartridge. Oligomycin (1.5 pM), Carbonyl cyanide
4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP) (3puM),
and rotenone/antimycin A (1pM) were then added
sequentially with three cycles of measurement (mix
3min, wait 2min, and measure 3min). Seahorse Wave
software was used to analyze the Seahorse measurements.

Statistical analysis

The results are expressed as means+SD. The statistical
tests were performed using GraphPad Prism software.
Mann-Whitney or ttests were used to compare the means
of two groups. Multiple ttests were used to compare
two groups independently of other conditions. One-way

analysis of variance (ANOVA) was used to compare
different groups between each other. Two-way ANOVA
with multiple comparisons was used for the intergroup
and intragroup comparisons at different time points.
Significance was defined as p<0.05.

RESULTS

Glyoxal treatment resulted in CML production but no changes
in metabolism or viability

We first of all used Western blotting to confirm the
production of CML by fibroblasts after 24 hours of treat-
ment with glyoxal (figure 1A). Flow cytometry assessment
of apoptosis was used to verify whether glyoxal exposure
induced cell death after a 24hours of treatment. More
than 90% of the cells were negative for annexin V and
propidium iodide staining (figure 1B), indicating that
glyoxal did not induce a preapoptotic phenotype. The
innovative Seahorse technology allowed real-time analysis
of cell function by quantification of the oxygen consump-
tion rate. We found that glyoxal exposure did not alter
the mitochondrial respiration rate, as the cells were
metabolically active after 24hours of glyoxal treatment
(figure 1C). These results showed that 0.6 mM glyoxal
induced CML production without affecting the viability
or the mitochondrial respiration of the fibroblasts.

Glyoxal treatment impaired fibroblast proliferation and
migration

Next, we examined the impact of glyoxal exposure on
cell behavior and particularly on cell proliferation and
migration. The proliferation rate of the fibroblasts
treated with glyoxal started to decrease at day 2, and it
was significantly different from the fourth day until day
5 (figure 2A). We also investigated the migration of the
fibroblasts in the presence and absence of glyoxal using
an in vitro monolayer wounding healing assay (figure 2B).
Compared with the rapid wound healing in the controls,
the treated cells required more than 2days to close the
wound (figure 2B,C). The percentage wound closure was
significantly reduced from 18 hours up to 48 hours for
the cells treated with glyoxal compared with the control
cells, and it reached a plateau at 30hours (figure 2C).
In an effort to shed further light on the impaired fibro-
blast migration in patients with diabetes, we used AFM to
analyze the mechanical forces exerted on neo-collagen
by cells exposed to glyoxal for 24hours. To estimate
the tensile strength of the fibroblasts, we measured
the elastic modulus of the collagen at the edge of cells
(figure 2D). This elastic modulus is proportional to the
deformation of the collagen network, which stretches in
response to the traction exerted by the fibroblasts. We
demonstrated that the tensile strength was significantly
increased in the presence of glyoxal, going from 500
kPa for the control to approximately 1200 kPa for the
glycated cells (figure 2E). An increase in cell contraction
was also noted by measurement of the cell area in the
presence of glyoxal (online supplemental figure SI).
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Figure 1

Glyoxal-induced CML production without induction of apoptosis or an effect on mitochondrial respiration.

Fibroblasts were treated with or without 0.6 mM glyoxal for 24 hours. Control: untreated cells; glyoxal: 0.6 mM. (A) Western

blot analysis of CML and B actin. The assays were performed on fibroblasts from three different donors. (B) Annexin V-APC
and Pl flow cytometry analysis of the fibroblasts. (C) Oxygen consumption rate measurement using Seahorse technology.
Quantification of cell reactivity to drugs. Oligomycin (1.5pM), FCCP (3pM), and rotenone/antimycin A (1 M) were added
sequentially. The average of three measurements after drug injection is represented for each treatment. Two-way ANOVA of the
control vs glyoxal treatment is indicated, ns=non-significant. The data represent the means+SD. ANOVA, analysis of variance;

CML, Ne-(carboxymethyl)lysine; PI, propidium iodide.

Taken together, these mechanical parameters demon-
strate that the glyoxal-treated fibroblasts adhered more
strongly to the ECM than the untreated cells.

Glyoxal treatment did not influence type | collagen secretion,
but it did impair collagen | cleavage and maturation and it
prevented deposition of extracellular matrix components

To verify whether the dermal fibroblasts were able to
produce and secrete ECM components, we used Western
blotting to evaluate the amount of type 1 collagen in
the cell supernatants in the presence and absence of
glyoxal (figure 3A). There appeared to be no difference
between the treated and the untreated cells in terms of
the amount of pro-collagen I, thus indicating that the
glyoxal treatment did not affect the secretion of type I
collagen (figure 3B). Nonetheless, the level of cleaved
and matured type I collagen was reduced by the glyoxal
treatment (figure 3B). Extraction of the ECM proteins,
which yields the deposited forms, revealed the pres-
ence of pro-collagen I, mature collagen I, intermediate
forms, and cross-linked forms in the controls (figure 3C).
Following glyoxal treatment, we detected only a small
amount of mature collagen I, but no crosslinked forms

(figure 3D), thus indicating that the cells were unable to
produce normal collagen under the glycating conditions.

Transmission electron microscopy allowed us to visu-
alize the organization of the collagen fibers in the ECM.
The untreated cells were able to produce numerous
spatially organized collagen fibers with characteristic stri-
ations. In contrast, the glyoxal treatment resulted in no
deposition of collagen fibers in the extracellular environ-
ment (figure 3E). Altogether, these results demonstrated
that the glyoxal treatment did not affect collagen I secre-
tion but it did appear to block its cleavage, maturation,
and/or deposition.

Since the accumulation of lipid vesicles is implicated
in the cellular and functional alteration of non-fat tissues
in patients with diabetes, we examined their presence in
dermal fibroblasts in response to glyoxal treatment. We
found that there were empty white vesicles, characteristic
of LDs, in the cytosol (yellow arrow, figure 3E). Staining
with BODIPY 493 /503 allowed us to determine that these
white vesicles were indeed LDs (online supplemental
figure S2A). On average, the diameter of the LDs was
660 nm in presence of glyoxal and +480 nm in its absence
(online supplemental figure S2B). LDs were observed
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is indicated in (C). **p<0.01; **p<0.001; ns=non-significant. The data represent means+SD. AFM, atomic force microscopy;

ANOVA, analysis of variance.

in both conditions. Nevertheless, a strong accumulation
of these vesicles was noted in the cytosol as a result of
glyoxal treatment (figure 3E).

Glyoxal treatment led to accumulation of lipid vesicles and
PLIN2 independently of AMPK phosphorylation

The expression of AMPKo. and its phosphorylation on
Thr'™ can be used as a sensor of cellular energy and lipid
metabolism. By Western blotting, we found that 24 hours
of glyoxal treatment reduced the P-AMPK/AMPKa ratio
(figure 4A).

To determine whether exposure to glyoxal could
rapidly lead to enhanced LD formation, we used BODIPY
staining to determine the number of LDs. Without
glyoxal treatment, there were very few LDs present in
the cytosol of cells and we found that these LDs colocal-
ized with PLIN2 (figure 4B). It appeared that 24 hours of

glyoxal treatment was enough to induce extensive accu-
mulation of LDs. This was associated with an increase in
PLINZ2, which appeared to fully colocalize with the LDs
(figure 4B). On average, 17 vesicles per fibroblast were
present without any treatment but the average number
of LDs per cell reached 36 after 24 hours of glyoxal treat-
ment (figure 4C). To verify whether the LD accumulation
was dependent on AMPKa, we used AICAR to induce its
phosphorylation. AICAR was able to increase the level of
P-AMPK in the presence or absence of glyoxal (online
supplemental figure S3). Similar to the untreated cells,
there was an average of 23 LDs per cell after 24hours
of AICAR treatment (figure 4B,C). On the other hand,
following glyoxal treatment, there was an average of
39 LDs per cell. Thus, AICAR did not appear to block
the accumulation of LDs induced by glyoxal treatment
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Figure 3 Type | collagen secretion and extracellular matrix deposition are reduced in the presence of glyoxal. The assays
were performed on fibroblasts from three different donors. Control: untreated cells; glyoxal: 0.6 mM. (A) Representative Western
blot analysis of secreted type | collagen. For each condition, 10 pg of protein was loaded. (B) Quantification of secreted type

| collagen. (C) Representative Western blot analysis of type | collagen deposited in the extracellular matrix. (D) Quantification

of collagen | deposited in the extracellular matrix. (E) Analysis of the fibroblast ultrastructure and extracellular matrix by
transmission electronic microscopy. The red arrows indicate collagen fibers. The yellow arrows indicate lipid droplets. The
scale bar is indicated in each image. Two-way ANOVA of the control vs glyoxal treatment is indicated as *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001; ns=non-significant. The data represent means+SD. ANOVA, analysis of variance.

(figure 4B,C). In the same way, PLIN2 was associated with
this accumulation (figure 4B). All of these results show
that glyoxal decreased AMPK phosphorylation, although
this was not responsible for the lipid accumulation in
cytosol of the fibroblasts.

DISCUSSION
The present study sheds light on the effect of glycation
on dermal fibroblast behavior in wound healing context.
Glyoxal exposure reduced fibroblast proliferation and
migration, altered the mechanostructural organization
of cells, and blocked collagen deposition. These results
are evidence of the pronounced effect of glycation on
wound healing and skin quality (figure 5). For the first
time, we show that the accumulation of LDs in dermal
fibroblasts is independent of AMPK phosphorylation.
Glyoxal is one of the highly reactive dicarbonyl species
formed during glycation. Most studies use methylglyoxal
or 3-DG to analyze the in vitro formation of AGEs.**
But glyoxal is known to produce CML,® which is found in
large quantities in the urine and serum of patients with
diabetes.” **" As CML is a good biomarker of diabetes,
glyoxal is one of the best glycating agents for in vitro
studies of glycation. We found that 0.6mM of glyoxal
induced CML production after 24 hours of treatment and
that it did not induce cell death. The level of glyoxal and

methylglyoxal increases in mitochondria under hyper-
glycemic conditions, affecting mitochondrial respiration
alteration.”*" Seahorse technology allowed us to under-
take real-time analysis of cell function, and we demon-
strated that the fibroblasts were metabolically active after
24hours of glyoxal treatment. Exposure to glyoxal did
not appear to result in altered mitochondrial respira-
tion, as occurs in diabetics.®* It has been shown that
glyoxal levels of less than 1mM do not alter fibroblast
morphology and they do not induce apoptosis,” which is
in accordance with our results.

Chronic ulcers in patients with diabetes can be due to
defective fibroblast functions, such as proliferation and
migration as a result of the accumulation of AGEs, and
we have shown that glyoxal altered both of these behav-
iors. Our study examined the characteristics of fibroblasts
from diabetic feet,®” and our results are concordant with
those of Yoshihara et alwho reported a decrease in prolif-
eration between 3 and 5days in culture when fibroblasts
were treated with similar glycated products.”® Further-
more, using AFM, we showed that the tensile strength
of the fibroblasts was greatly increased in the presence
of glyoxal, thus indicating a modification of the cell
mechanical properties. The fibroblasts appeared to
adhere more to the ECM due to glycation, which may
have reduced their ability to migrate during wound
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phenylindole; LD, lipid droplet.

healing. The literature indicates that fibroblasts cultured
on 3-DG-treated collagen were less effective at wound
closure and failed to extend filipodia during migration.”
Moreover, the expression of focal adhesion kinase, which
is a protein involved in cell migration, was downregu-
lated in fibroblasts cultured on glycated collagen, thus
supporting our results.”

The ECM plays an essential role in efficient wound
healing and also in tissue remodeling. Collagens are the
most abundant proteins in the dermis and give rise to the
resistance capacities of tissues. In vitro, fibroblasts start
to produce ECM when they reach confluency, and the
formation of ECM readily be observed 8days postconflu-
ency. We hence decided to treat confluent fibroblasts with
gly()xul to analyzc the consequences on ECM production,
maturation, and organization, as well as the effects of the
presence of ascorbic acid, which allows proline hydrox-
ylation and collagen triple helix formation. We found
that under these conditions, glyoxal did not influence
collagen I secretion but it appeared to reduce its matu-
ration. Glyoxal also appeared to greatly reduce collagen
deposition because no collagen fibers were present in the

extracellular environment, unlike in the untreated cells.
The data in the literature regarding collagen modula-
tion according to the cell type and the induction of
g]yr';ltinn24 #35 are not consistent. Serban ef af* demon-
strated upregulation of type I and type III collagen at the
protein and gene levels after exposure of fibroblasts to
AGEs-BSA. By contrast, another study found inhibition of
human vaginal fibroblast proliferation in the presence of
AGEs associated with a decrease in the collagen I protein
lcvel,‘% which is in keeping with our results.
Transmission electronic microscopy allowed us to
determine that there was pronounced accumulation
of LDs in the cytosol of fibroblasts treated with glyoxal
compared with control cells. Cellular lipid homeo-
stasis is driven by LDs found in all types of mammalian
cells.”® LDs are comprised of a monolayer of phospho-
lipids that stores triacylglycerol and sterol ester. These
vesicles neutralize the toxic effects of free fatty acids by
converting them into neutral lipids. Fibroblasts can accu-
mulate LDs that are 0.1-5 pm in size, and primary adipo-
cyte LDs can reach more than 100pm in size.” Glyoxal
affect lipid metabolism by inducing a pronounced and
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Figure 5 Wound healing of normal and glycated skin. During dermal wound healing following a lesion (1), fibroblasts multiply
and migrate towards the center of the wound to participate in the wound closure during the proliferation phase (2). Thereafter,
during the remodeling phase, the fibroblasts produce pro-collagen | (3), which matures and is deposited as a cross-linked
form in the dermis to restore the skin (4). With hyperglycemia and increased glycation in diabetics, the dermal extracellular
matrix becomes highly glycated (5). Our model shows that exposure to glyoxal leads to the accumulation of lipid droplets in
fibroblasts, with impaired proliferative and migratory capacities (6). During the remodeling phase, pro-collagen | is produced
correctly (7) but it does not mature properly and it cannot induce the formation of new collagen fibers (8).

rapid LDs accumulation in 24hours. We demonstrated
that the accumulation of LDs by glyoxal treatment was
associated with an increase in PLIN2. The expression
of GFP-PLIN2 enhances LD levels in fibroblasts inde-
pendently of adipocytes and lipogenic specific genes.™
PLIN2-null mice counteract insulin resistance and diet-
induced obesity by increasing physical activity and by
modulating food intake.?’ ?! Moreover, long-term treat-
ment of 3T3-L1 fibroblasts with CML has been reported
to result in extensive accumulation of LDs and to induce
increased expression of miR-103 and miR-143, which are
implicated in lipid accumulation.” Yuan et al found that
Oil Red O staining was enhanced in HK-2 cells in the
presence of CML." All of these studies are fully concor-
dant with our results. Our cellular model perfectly repro-
duces ectopic fat accumulation in cells from non-adipose
tissue, which is a distinctive feature in metabolic damage
such as diabetes."®

There have been limited studies to date regarding the
link between the accumulation of LDs and impaired
migration or proliferation. Mouse 3T3 fibroblasts have

been shown to contain more LDs when they prolif-
erate compared with when they are quiescent,*’ which
is inconsistent with our results. But Cao et al showed
that renal carcinoma cells exhibited enhanced migra-
tion and invasion on PLIN-2 knockdown.* Moreover, in
injured liver hepatic stellate cells, depletion of LDs led
to a higher proliferative activity and they transformed
into myofibroblast-like cells to repair the tissue.® Thus,
PLIN2 appears to be a very good therapeutic target for
enhancement of migratory and proliferative capacities.
Numerous studies have shown that AMPK activity is
central to the formation and turnover of lipid vesicles. Our
results indicate that lipid accumulation in dermal fibro-
blasts is independent of AMPK phosphorylation. Phos-
phorylation of AMPK has been shown to be required for
the formation of LDs by oleic acid degradation following
PLIN2 activation.** Chen et al showed that adipogenesis
can be regulated through AMPK-dependent or indepen-
dent mechanisms.* For the first time, we show that glyca-
tion can induce ectopic lipid accumulation by increasing
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PLINZ in dermal fibroblasts, independently of the AMPK
pathway.

Glycation is one of the main factors involved in
impaired wound healing in patients with diabetes. Taken
together, our results highlight that glyoxal promotes
a change in fibroblast phenotype in favor of lipogenic
activity that could be involved in delaying wound healing.
In the context of wound healing, our study shows that
glycation by glyoxal could act at the different phases of
wound healing of the dermis (figure 5). The prolifera-
tive and migratory capacities of fibroblasts that accu-
mulate lipid vesicles are altered, which may slow down
wound closure and participate in the establishment of
chronic wounds. In the ECM remodeling phase, glycated
fibroblasts would be able to produce pro-collagen I, but
cannot then mature normally to induce the formation
of a new collagen I network. These observations could
to a certain extent explain the skin fragility observed in
patients with diabetes.

In vitro, glyoxal treatment of fibroblasts could be an
excellent cell model for studying skin complications
related to diabetes and it could help with testing new
therapeutic approaches to improve wound healing. It
would be interesting to select therapeutic molecules
that may enhance key properties of fibroblasts such as
proliferation, migration, collagen production, and lipid
metabolism.
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ONLINE SUPPLEMENTAL MATERIAL

SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS

Supplemental figure 1. Surface area of fibroblasts was decreased after glyoxal addition
Assay was made on 5 fibroblasts on 3 different wells from 1 donor. Measure of cellular area in
pum?2.Mann-Whitney test control versus glyoxal is indicated ** p<0.01. Data represent the mean +

SD.

Supplemental figure 2. Post confluent fibroblasts accumulated larger lipid vesicles

Assays were made on 8 days post confluence fibroblasts from three different donors. Control:
untreated cells; Glyoxal: (0,6 mM). A/ Immunofluoresence of BODIPY 493/503 in green, and
DAPI for nucleus in blue (Scale bare, 20 pm). B/ Quantification of lipid droplets diameter (nm).
Mann-Whitney test control versus glyoxal is indicated *** p<0.001. Data represent the mean +

SD.

Supplemental figure 3. AICAR 1mM induced an important phosphorylation of AMPk

Assays were made on fibroblasts from three different donors. Control: untreated cells; Glyoxal:
(0,6 mM); AICAR (1 mM); Glyoxal+AICAR: (0.6 mM glyoxal+1 mM AICAR). A/ Western-blot
analysis of AMPka and P-AMPka. B/ Quantification of P-AMPka/ AMPka ratio. Multiple t test

is indicated ** p<0.01; ns = non-significant. Data represent the mean + SD.
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En complément de cet article, nous avons effectué des expériences supplémentaires sur les
fibroblastes en 2D, sur des modeles de peaux 3D mais également in vivo sur des souris diabétiques
pour mieux comprendre le retard de cicatrisation chez les diabétiques. De plus, nous avons testé la
metformine dans ces différents modeles et conditions puisqu’elle présente de nombreuses capacités

pharmacologiques intéressantes.
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Figure 48. Effet de la metformine sur la viabilité des fibroblastes et la présence de CML

Controéle : cellules non traitées ; Glyoxal (0,6 mM) et M : Metformine. Les expériences ont été réalisées
sur des fibroblastes issus d’un seul donneur.
A/ Analyse en cytométrie en flux de I'annexin V-APC et de I'iodure de propidium des fibroblastes. B/

Western blot dirigé contre les CMLs et I'actine. C/ Quantification de la présence de CMLs par rapport

a I'expression de I'actine.

152



1.2 La metformine diminue la production de CMLs dans les fibroblastes
sans induire de toxicité

Des essais préliminaires a ma these avaient été effectués dans les laboratoires URGO et m’ont permis
de sélectionner la dose de 0,6 mM comme étant correcte afin d’induire la glycation dans les
fibroblastes. La toxicité du glyoxal a 0,6 mM pendant 24h a été testée grace a la cytométrie en flux et
au Seahorse (Guillon et al. 2021). Concernant la metformine, nous avons testé différentes
concentrations et effectué une analyse en cytométrie en flux avec I’Annexin V et I'iodure de propidium
(Figure 48. A). Il apparait que la metformine n’induit pas I’entrée des fibroblastes en apoptose entre
7 et 0,7 mM, il en est de méme en présence de Glyoxal 0,6 mM, en effet plus de 90 % des fibroblastes
sont Annexin V et lodure de propidium négatives (Figure 48. A). Nous avons donc choisi de tester la
metformine a 7 mM pour les fibroblastes afin d’analyser ses capacités anti-glycation. Pour ce faire un
Western-blot anti-CML a été réalisé (Figure 48. B). Comme démontré précédemment, le traitement
au glyoxal induit une accumulation de CML aprées 24h de traitement et il apparait ici qu’il en est de
méme aprés 48h et 72h de traitement au glyoxal (Figure 48. C). D’autre part, il semblerait que la
metformine soit capable de diminuer cette surproduction de CML, a 24, 48 et 72h (Figure 48. C). Pour

les prochaines expériences décrites ici, les fibroblastes seront donc traités avec 7 mM de metformine.
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Controle : cellules non traitées; Glyoxal (0,6 mM) et M7 : Metformine 7mM. L’expérience a été

réalisée 3 fois et 5 cellules sont mesurées par conditions : n=15

A/ La circularité est calculée grace au ratio : 4 x surface / périmétre. B/ La solidité est le rapport :
I'aire de la cellule / I'aire de I’enveloppe convexe. C/ L’aspect ratio est calculé par le rapport : axe
majeur / axe mineur. Des tests Mann-Whitney ont été réalisés pour comparer les groupes (Aucune
différence significative n’a été révélée). Les graphiques représentent la moyenne et les barres
d’erreurs correspondent aux écarts types.
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1.3 Le glyoxal et la metformine, ne modifient pas la morphologie cellulaire

Différents parameétres ont été mesurés pour estimer I'impact des traitements sur la morphologie des
fibroblastes. Tout d’abord, nous avons mesuré la circularité qui, plus elle est élevée, plus la cellule est
ronde et inversement, plus elle est faible, plus la forme de la cellule est aléatoire avec des
prolongements cytoplasmiques. Il apparait que le glyoxal n’induit pas de modifications de la circularité
tout comme le traitement metformine avec glyoxal (Figure 49. A). D’autre part, la solidité estime si la
cellule a une forme plus concave ou convexe, et nous avons montré que, dans notre cas, aucun
traitement ne modifie ce parameétre (Figure 49. B). Enfin I'aspect ratio caractérise "aspect plus ou
moins allongé des cellules et de nouveau aucune différence n’est mise en évidence avec les
traitements (Figure 49. C). D’une maniére générale, nous pouvons dire que 24h de glyoxal avec ou

sans metformine n’impacte pas la morphologie cellulaire.

1.4 La metformine semble contrecarrer les effets du glyoxal sur la force de
traction exercée par les fibroblastes sur la matrice extracellulaire

Par la suite, dans les mémes conditions, le module élastique de différentes régions cellulaires et
extracellulaire a été mesuré par microscopie a force atomique (AFM), pour estimer leur rigidité, plus
le module élastique est élevé plus la zone étudiée est rigide. Ces expériences ont été réalisées en
collaboration avec la société BioMéca. Plus le module élastique est élevé plus la zone étudiée est
rigide. Il est connu que I'accumulation d’AGEs ou la formation de cross-links entre des protéines
peuvent étre corrélées a une augmentation de la rigidité. La limite d’étude par I’AFM est I'espacement
entre les cellules : les cellules ne doivent pas étre confluentes mais relativement espacées. Pour
rappel, les fibroblastes commencent a produire de la matrice extracellulaire une fois qu’ils sont a
confluence et en présence de vitamine C. Ici, nous avons pallié a cette difficulté en ensemencant les
fibroblastes a faible densité puis de la vitamine C a été ajoutée pendant 5 jours afin de forcer la

production de collagene par les fibroblastes.
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Figure 50. Analyse mécanique des fibroblastes

Noyau Actine
154 0.151
© ©
o o
= % = +
*
2 10- ¥ 2 0.10 %
o o .
- - *
g 1—?‘- | % * +]e N
] N 124 ) Y o[, ‘
o 5 ’.| = T o 0.05 I T AR
Q % 0
= ** - = Y *
0 T T T 0.00 T T T
Controle Glyoxal Glyoxal Contrdle Glyoxal Glyoxal
+ +
M7 M7
C Cytosquelette D Collagéne
25+ 1000 + *
© , ©
o o .
£ 20- & ‘
B g
T 15- g N
A el
o C_cg 500 1
‘o 10 . . * ]
[} l;' a et ©
-¢=3 5 o] o::o O 'g S M
o s o seee o oA .
= 0 24 Fad g = 0 '0?.‘ '0.:.0‘ 00.}00
Contréle Glyoxal Glyoxal Contréle Glyoxal Glyoxal
+ +
M7 M7
Force de traction Aire
E F
ns
2500- o ns 5000- ns
E RS £
X 2000 - 4000 ok b
o o
S o & %
5 1500 £ 30004
T solet * = .’
g 2 - ; + [+
© 10004 o K 2 20001 .|~
[ < -— =y R
3 s00- ® 1000 | % 1 W
g * *e : 0’0:0 .t
= 0 o, 4 o0t 0 e
Contréle Glyoxal Glyoxal Controle Glyoxal Glyoxal
+ +
M7 M7

Controle : cellules non traitées; Glyoxal (0,6 mM) et M7 : Metformine 7mM. L'expérience a été
réalisée 3 fois et 5 cellules ont été mesurées par conditions : n=15. Les modules élastiques (kPa) du
noyau (A/), de I'actine (B/), du cytosquelette (C/) et du collagéne (D/) ont étés mesurés. E/ La force
de traction est estimée en mesurant le module élastique (kPa) du collagéne au bord des cellules. F/

Mesure de I'aire des cellules en pm?2.

Des tests Mann-Whitney ont été réalisés pour comparer les groupes (Aucune différence significative
n’a été révélée). Les graphiques représentent la moyenne et les barres d’erreurs correspondent aux
écarts types (SD).

156



Lors des derniéres 24h, les différents traitements ont été ajoutés, puis la présence de collagéne | a été
vérifiée par immunofluorescence (non montré ici). Les caractéristiques mécaniques des cellules, du
collagéne néo-formé et la force exercée par les cellules sur la matrice ont été mesurées par la société
Bioméca.

Lorsque I'on analyse le module élastique du noyau, de I'actine et du cytosquelette, aucune différence
de rigidité n’est a souligner aprés 24h de traitement au glyoxal, il est en de méme pour la condition
glyoxal + metformine (Figure 50. A-C). Concernant le collagéne, le glyoxal semble induire une légere
augmentation de sa rigidité (+ 415 kPa) non significative par rapport au contréle (245 kPa). L’écart
type étant treés important, des expériences supplémentaires seraient nécessaires pour valider ou non
cette observation (Figure 50. D). Nous pouvons également remarquer une tendance a la diminution
de cette rigidité lorsque les cellules glyquées sont traitées a la metformine (202 kPa) (Figure 50. D).
Pour aller plus loin et mieux comprendre le délai de migration des fibroblastes observés chez les
patients diabétiques, nous avons estimé la force de traction exercée par les fibroblastes sur le
collagene néoformé. Comme expliqué dans notre article (Guillon et al. 2021), le module élastique du
collagene au niveau des bordures des fibroblastes a été mesuré. Ce module élastique est
proportionnel a la déformation du collagéne qui se tend en réponse a la traction et a la contraction
exercée par les fibroblastes. Nous avons démontré que le glyoxal induisait une augmentation de la
force de traction exercée par les fibroblastes apres 24h de traitement par rapport aux cellules non
traitées (£1200 kPa versus 500 kPa) (Guillon et al. 2021) (Figure 50. E). Nous avons ensuite testé la
capacité de la metformine a contrecarrer les effets du glyoxal. La force de traction est de +1100 kPa
en présence de metformine et glyoxal, et ne présente aucune différence par rapport au groupe glyoxal
seul (Figure 50. E). Cependant nous pouvons noter que les mesures pour le traitement metformine +
glyoxal sont séparés en deux groupes distincts, ce qui tend a montrer que I'effet du glyoxal est en
partie limité par la metformine (Figure 50. E). Ici encore, il faudrait augmenter le nombre de mesures.
L'aire des cellules peut donner une information sur leur état de contraction, a savoir que plus les
cellules sont petites, plus elles sont contractées et tirent sur la matrice extracellulaire. De fagon
cohérente avec les précédents résultats sur la force de traction, I'aire des cellules traitées avec le
glyoxal est significativement plus petite que les cellules non traitées (+1000 um? versus #1700 um?)
(Figure 50. F). Cependant, les cellules traitées avec de la metformine en plus du glyoxal présentent
une aire similaire aux cellules non traitées (+1800 pm?) (Figure 50. F). La metformine est capable de
diminuer I'effet de contraction induit par le glyoxal et pourrait rejoindre la possible diminution de

force de traction observée sur la Figure 50. E.
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Figure 51. Metformine et vésicules lipidiques

Controle : cellules non traitées ; Glyoxal (0,6 mM) et Metformine (7mM). L'expérience a été réalisée
sur 3 donneurs de fibroblastes différents et > 50 cellules ont été comptées par condition. Une ANOVA
1 a été effectuée pour comparer les groupes : * p<0,05; *** p<0.001; ns = non-significatif. Les
graphiques représentent la moyenne et les barres d’erreurs correspondent aux écarts types (SD).
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1.5 La metformine évite 'accumulation de vésicules lipidiques en
présence de glyoxal

Avec la capacité d’activer la phosphorylation de 'AMPk mais également de capter le glyoxal, la
metformine est une molécule prometteuse pour éviter 'accumulation des vésicules lipidiques. De la
méme maniére que dans l'article, une immunofluorescence BODIPY 493/503 dirigée contre les
vésicules lipidiques (LDs) (Figure 51) a été réalisée. Nous avons démontré que la metformine était
capable de diminuer significativement le nombre de vésicules lipidiques en présence de glyoxal, (+ 26)
par rapport aux cellules traitées avec le glyoxal seul (+36 vésicules) (Figure 51). Il est important de
noter que la metformine seule (7 mM) induit une petite accumulation de vésicules avec *+ 26 par
rapport aux cellules non traitées avec +17 (Figure 51). Cependant il n’existe pas de différences entre
les cellules traitées avec la metformine et le glyoxal ou la metformine seule avec +26 vésicules dans

les 2 cas (Figure 51).

Ces résultats démontrent que méme si la metformine induit une légere augmentation du nombre de

vésicules lipidiques, elle est capable de prévenir I'action du glyoxal.

2 Reésultats in vitro 3D

Afin de mieux comprendre la glycation de la peau dans un modeéle plus intégré, nous avons choisi de
tester I'effet du glyoxal et de la metformine sur 3 modeles différents de peau 3D : un modeéle de derme
vascularisé, un modele de peau compléte avec un épiderme différencié ainsi qu’'un modele de
cicatrisation 3D. Ces modeles ont été réalisés au LOEX a Québec au Canada dans le cadre de la bourse

de mobilité internationale IDEX Lyon 1, que j’ai obtenu en 2019 pour une durée de 8 mois.

Dans ce cas, il a fallu adapter les doses utilisées pour les traitements car les modéles 3D comportent
des fibroblastes, des cellules endothéliales et des kératinocytes qui ont leur propre sensibilité aux
différents traitements. Le LOEX avait déja mis au point la concentration de glyoxal a utiliser pour les
différents modeéles de peaux 3D avant mon arrivée. Lors de mon séjour de recherche, j’ai donc testé
3 concentrations différentes de metformine, je ne présenterai ici que 2 doses testées, car la

concentration la plus élevée s’est révélée néfaste pour les kératinocytes et la formation de I'épiderme.

Les concentrations utilisées sont référencées dans la Table 10 du matériel et méthodes. Lors de
I’élaboration du derme, les concentrations des traitements sont plus élevées puisque les fibroblastes

et cellules endothéliales sont moins sensibles que les kératinocytes.
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Figure 52. Vascularisation du derme reconstruit : Immunofluorescence de PECAM et NG2

Controle : cellules non traitées ; Glyoxal (0,6 mM), MO0,7 : Metformine 0,7 mM et M2,1 : Metformine
2,1 mM. Un minimum de 3 dermes par condition a été analysé.

A/ Imagerie confocale de I'immunofluorescence dirigée contre PECAM 1 (vert) et NG2 (rouge). Barre
d’échelle = 100 um. B/ % de densité vasculaire calculée via le marquage PECAM 1 (Air de fluorescence
/ I'aire totale). C/ Coefficient de Pearson calculé via le plugin Jacop sur Fiji correspondant a la co-
localisation de la fluorescence de PECAM et de NG2.

Les graphiques représentent la moyenne et les barres d’erreurs correspondent aux écarts types (SD).
Des tests Mann-Whitney ont été effectués pour comparer les groupes entre eux : *p<0,05 ns = non-
significatif. Barre d’échelle= 100 um
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2.1 Laglycation compromet la maturité et la stabilité des vaisseaux dans
un modele de derme vascularisé

Nous nous sommes d’abord intéressés a I'effet du glyoxal et de la metformine sur le réseau vasculaire.
Pour ce faire, nous avons développé un modele de derme vascularisé en ensemengant des fibroblastes
et des cellules endothéliales dans des éponges de collagéne bovin et chitosan utilisées en routine au
LOEX. Aprés 1 semaine de prolifération des cellules a I'intérieur de I'’éponge, nous avons ensuite ajouté
le glyoxal a 0,5 mM avec ou sans metformine a 0,7 mM et 2,1 mM pendant 7 autres jours. En raison
de la durée importante des expériences en 3D, nous n’avons pas pu effectuer les dermes avec la

metformine seule.

L'éponge de collagéne bovin et chitosan permet aux fibroblastes de produire de la matrice
extracellulaire humaine supplémentaire. Cette matrice complexe va permettre aux cellules
endothéliales de former des vaisseaux et de s’organiser en un véritable réseau vasculaire. Au bout de
14 jours de culture nous avons été capables de visualiser ce réseau en observant le derme du dessus
dans sa totalité au microscope confocale. Nous avons réalisé un marquage de PECAM 1 qui permet
de marquer les cellules endothéliales et donc les vaisseaux qu’elles ont formés (Figure 52. A). En
sélectionnant uniquement le marquage PECAM 1, nous avons estimé la densité vasculaire en calculant
le ratio : aire du marquage PECAM 1 / aire totale (Figure 52. B). Il en résulte que 7 jours de traitement
au glyoxal avec ou sans metformine, ne modifie pas la densité vasculaire bien que nous pouvons noter
une plus faible variabilité en présence de metformine (Figure 52. B). Nous avons ensuite effectué un
marquage des péricytes qui sont les cellules qui entourent les vaisseaux matures, grace a I'immuno-
marquage NG2. Les péricytes sont synonymes de maturité et de stabilité des vaisseaux, nous avons
donc mesuré la co-localisation de NG2 et de PECAM 1 grace au coefficient de Pearson : plus celui-ci
est élevé, plus les marqueurs co-localisent (Figure 52. C). Nous pouvons remarquer une diminution de
la co-localisation entre NG2 et PECAM 1 en présence de glyoxal. Les vaisseaux seraient donc moins
matures et stables du fait d’'une diminution de la présence de péricytes (Figure 52. A-C). Les dermes
traités avec de la metformine en plus du glyoxal présentent une co-localisation similaire aux dermes
non traités (Figure 52. C). Cependant aucune différence n’est a souligner entre les groupes glyoxal seul
ou avec de la metformine (Figure 52. C). La metformine a 0,7 mM avec le glyoxal semble présenter
des valeurs de co-localisation supérieures au groupe glyoxal seul, une tendance plus élevée est a
souligner (Figure 52. C). Il faudrait cependant augmenter le nombre d’échantillons pour valider ou non

cette observation.
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Figure 53. Epaisseur de I’épiderme reconstruit en réponse au glyoxal et a la metformine
Controle : cellules non traitées; Glyoxal (0,2 mM), M0,07 : Metformine 0,07 mM et M 0,38 :

Metformine 0,38 mM. A/ Images des peaux 3D colorées au HES. Le trait jaune correspond a un
exemple de mesure de I'épaisseur de I’épiderme excluant la couche cornée. B/ Graphique
représentant I'épaisseur de I'épiderme en um.

Les graphiques représentent la moyenne de 200 a 300 mesures indépendantes (4 a 6 peaux/condition
et 50 mesures/peau, les barres d’erreurs correspondent aux écarts types (SD). Des tests Mann-
Whitney ont été effectués pour comparer les groupes entre eux : *** p<0.001 (versus contrdle); #i#
(versus glyoxal) ; ns = non-significatif. Barre d’échelle= 100 um.
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2.2 Le glyoxal perturbe la différenciation épidermique dans un modele de
peaux reconstruites complétes, la metformine présente des effets
bénéfiques sur 'homéostasie de I'épiderme

Les dermes vascularisés produits, servent ensuite de base pour 'ensemencement des kératinocytes
et la production d’'un épiderme différencié. Les kératinocytes sont ensemencés et laissés en
immersion pendant 5 jours sans aucun traitement, pour leur permettre de proliférer. La peau est
ensuite placée a l'interface air-liquide pendant 21 jours pour permettre la différenciation des
kératinocytes et la formation d’un épiderme pluristratifié. Les kératinocytes sont des cellules bien plus
sensibles aux traitements que les fibroblastes et les cellules endothéliales, c’est pourquoi les
concentrations des traitements utilisées ont été diminuées. Ici la concentration de glyoxal est de 0,2
mM et de metformine est de 0,07 ou de 0,38 mM (Table 10). Lorsque les dermes ont été traités a 0,7
mM de metformine, la dose 2 utilisée pour le développement de I'épiderme est de 0,07 mM et lorsque

les dermes ont été traités avec 2,1 mM de metformine, la dose 2 utilisée est de 0,38 mM (Table 10).

2.2.1 La metformine permet de rétablir I'épaisseur de I'épiderme en présence de
glyoxal

Grace a une coloration HES, nous avons été capables de mesurer I'épaisseur de I'épiderme obtenu
(Figure 53). L'épaisseur de la couche cornée sur des coupes de peaux reconstruites est trés variable
car des artéfacts de coupes peuvent venir déchirer les cornéocytes et fausser les mesures, c’est
pourquoi nous avons mesuré |'épaisseur de I'épiderme depuis la couche basale jusqu’au début de la
couche cornée. Nous pouvons voir que le glyoxal semble induire une désorganisation de I'épiderme
avec une perte de la couche basale dans laquelle les cellules ne sont pas jointives et cubiques (Figure
53. A). Cette désorganisation en présence de glyoxal est corrélée a une diminution importante de
I’épaisseur de I'épiderme avec un nombre de couches tres inférieure a celui des contréles (Figure 53.
B). La metformine seule a 0,07 mM n’induit aucune modification de I'épiderme en termes d’épaisseur
et d’organisation (Figure 53. A et B). Au contraire la metformine a 0,38 mM induit une diminution
significative de I'épaisseur de I'épiderme, avec un nombre de couche inférieur au contréle (Figure 53.
A et B). Lorsque la metformine a 0,07 mM est ajoutée en méme temps que le glyoxal, nous pouvons
observer une augmentation de I'épaisseur de I'épiderme par rapport au glyoxal seul, I'épaisseur est
similaire au controle et I'organisation de I'épiderme semble également rétablie (Figure 53. A). La
metformine a 0,38 mM en présence de glyoxal, ne semble pas rétablir une organisation similaire a
I’épiderme du contréle (Figure 53. A), mais permet d’augmenter I'épaisseur de |'épiderme par rapport
au glyoxal (Figure 53. B). Il existe cependant une différence d’épaisseur entre le contréle et les peaux

traitées avec du glyoxal et de la metformine a 0,38 mM (Figure 53. B).
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Figure 54. Expression de Ki67 en réponse au glyoxal et a la metformine dans le modéle de peau 3D
Controle : cellules non traitées; Glyoxal (0,2 mM), M 0,07: Metformine 0,07 mM et M 0,38:

Metformine 0,38 mM. 2 peaux 3D par conditions ont été analysées avec 3 coupes par peaux (n=6)

A/Images de I'immunofluorescence dirigée contre Ki67 (rouge), les noyaux sont colorés au DAPI
(bleu). La ligne en pointillée blanche représente la limite entre le derme et I'épiderme. B/ Graphique
représentant le nombre de noyaux rapporté a la longueur des peaux 3D en mm.

Les graphiques représentent la moyenne et les barres d’erreurs correspondent aux écarts types (SD).
Des tests Mann-Whitney ont été effectués pour comparer les groupes entre eux : ** p<0.01; ***
p<0.001; ns = non-significatif. Barre d’échelle= 200 um.

164



Nous montrons donc, que la metformine a 0,07 mM est capable de contrecarrer I'effet du glyoxal en
termes d’épaisseur et d’organisation de I'épiderme. A 0,38 mM, la metformine seule semble délétére

a une différenciation correcte des kératinocytes.

Pour aller plus loin en termes d’organisation et de différenciation de I'épiderme, nous avons effectué

des immunofluorescences avec des marqueurs spécifiques des différentes strates de I'épiderme.

2.2.2 Laglycation diminue la capacité de prolifération des kératinocytes

Un marquage Ki67 en immunofluorescence a d’abord été effectué pour pouvoir analyser la capacité
proliférative des kératinocytes de la couche basale (Figure 54. A). Nous avons pu effectuer un
comptage des noyaux positifs au Ki67 et ce nombre a été rapporté a la longueur totale des peaux 3D
(Figure 54. B). Les peaux non traitées présentent +14 kératinocytes basaux en prolifération par mm
(Figure 54. A et B). Le glyoxal semble induire une diminution importante de la capacité de prolifération,
puisque seulement quelques cellules apparaissent positives pour Ki67 (+2/mm) (Figure 54. B). Nous
avons ensuite analysé I'effet de la metformine et nous montrons qu’a 0,07 mM et 0,38 mM, la
prolifération des kératinocytes n’est pas modifiée (+12/mm pour les 2 concentrations) (Figure 54. B).
D’autre part, en présence de glyoxal, la metformine a 0,07 mM permet une légere augmentation du
nombre de cellules prolifératives (£ 4/mm) qui n’est pas significative (Figure 54. B). Au contraire
lorsque la concentration de metformine est élevée a 0,38 mM en présence de glyoxal, aucun effet

bénéfique n’est a souligner avec * 0,5 cellules positives pour Ki67 /mm (Figure 54. B).

La metformine seule n’a pas d’effet sur la prolifération des kératinocytes basaux, en revanche en
présence de glyoxal, a trop forte concentration, son effet peut étre délétere. Une légere amélioration

de la prolifération des kératinocytes en présence de glyoxal est a noter avec 0,07 mM de metformine.
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Figure 55. Expression de K1 en réponse au glyoxal et a la metformine dans le modéle de peau 3D
Controle : cellules non traitées; Glyoxal (0,2 mM), M 0,07 : Metformine 0,07 mM et M 0,38 :

Metformine 0,38 mM. 2 peaux 3D par conditions ont été analysées avec 3 coupes par peaux (n=6)

A/Images de I'immunofluorescence dirigée contre K1 (rouge), les noyaux sont colorés au DAPI (bleu).

La ligne en pointillée blanche représente la limite entre le derme et I'épiderme. B/ Graphique

représentant l'intensité de fluorescence de K1 calculée via image J en excluant la couche cornée.

Les graphiques représentent la moyenne et les barres d’erreurs correspondent aux écarts types (SD).

Des tests Mann-Whitney ont été effectués pour comparer les groupes entre eux : ** p<0.01 et ns =

non-significatif (versus contrdle) et # p<0,05 ; ## p<0,01 (versus glyoxal). Barre d’échelle= 100 um.
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2.2.3 Lacouche épineuse est altérée en présence de glyoxal, la metformine permet de
rétablir son équilibre

Par la suite, la différenciation précoce des kératinocytes via I'expression de la kératine 1 (K1) a été
analysée. Comme nous pouvons le voir sur les peaux contréles non traitées, |'expression de K1 est
absente de la couche basale et commence a s’exprimer au niveau de la couche épineuse (Figure 55.
A). Nous avons quantifié I'intensité de fluorescence de I'épiderme en excluant la couche cornée qui
apporte beaucoup de variabilité puisque les coupes au cryostat et I'inclusion en OCT retire souvent
d’importantes parties de la couche cornée qui desquame (Figure 55. B). La localisation de I'expression
de K1 est similaire en présence de glyoxal au contréle (Figure 55. A), cependant son intensité est
significativement diminuée par rapport au controle (Figure 55. B). La metformine seule a 0,07 mM et

0,38 mM n’induit pas de différence d’expression et de localisation de K1 (Figure 55).

D’autre part I'ajout de metformine (0,07 mM et 0,38 mM) en présence de glyoxal permet de retrouver
une intensité de fluorescence similaire au contréle et significativement plus élevée que la condition
glyoxal (Figure 55. B). Cependant, il est important de noter des valeurs tres élevées d’intensité de K1
lorsque le glyoxal est en présence de metformine a 0,38 mM (Figure 55. B). De plus, K1 semble présent
dans la couche basale des épidermes pour cette condition (Figure 55. A). A trop forte concentration
en présence de glyoxal la metformine est donc néfaste puisqu’elle induit une augmentation de la

différenciation précoce des épidermes.

Nous avons donc montré qu’a 0,07 mM, la metformine contrecarre I'effet du glyoxal sur I'expression

de K1.
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Figure 56. Expression de la loricrine en réponse au glyoxal et a la metformine dans le modéle de
peau 3D
Controle : cellules non traitées; Glyoxal (0,2 mM), M 0,07 : Metformine 0,07 mM et M 0,38 :

Metformine 0,38 mM. 2 peaux 3D par conditions ont été analysées avec 3 coupes par peaux (n=6)

A/Images de 'immunofluorescence dirigée contre la loricrine (vert), les noyaux sont colorés au DAPI
(bleu). La ligne en pointillée blanche représente la limite entre le derme et I'épiderme. B/ Graphique
représentant 'intensité de fluorescence de la loricrine calculée via image J en excluant la couche
cornée.

Les graphiques représentent la moyenne et les barres d’erreurs correspondent aux écarts types (SD).
Des tests Mann-Whitney ont été effectués pour comparer les groupes entre eux : ns = non-significatif
(versus contréle et versus glyoxal). Barre d’échelle= 100 um.
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2.2.4 Ladifférenciation terminale des kératinocytes est perturbée en présence de
glyoxal

Afin de déterminer l'effet du glyoxal et de la metformine sur la différenciation tardive des
kératinocytes, nous avons ensuite effectué une immunofluorescence dirigée contre la loricrine qui se
trouve sous forme de granule dans le cytoplasme des kératinocytes de la couche granuleuse (Figure
56. A). Il apparait que la loricrine semble diminuée (p=0,065) dans les épidermes traités avec du glyoxal
par rapport au contréle (Figure 56. B). D’autre part, les deux concentrations de metformine
n’induisent pas de différence sur I'expression et la localisation de la loricrine (Figure 56). Lorsque la
metformine est en présence de glyoxal, I'expression de la loricrine semble rétablie, bien qu’aucune
différence significative ne soit a souligner par rapport a la condition glyoxal (Figure 56. B). Nous avons
montré également, des valeurs d’intensité de la loricrine tres élevées lorsque les peaux 3D sont
traitées avec du glyoxal et de la metformine a 0,38 mM (Figure 56). Une fois encore, cette
concentration en présence de glyoxal semble induire une augmentation de la différenciation. 0,07
mM de metformine semble étre une concentration plus appropriée pour empécher I'effet du glyoxal,

méme si celui-ci semble relativement faible sur I'expression de la loricrine.

2.3 Modele de cicatrisation in vitro 3D

Mon séjour de 8 mois au Canada, m’a également permis d’apprendre un modele innovant de
cicatrisation 3D qui permet d’analyser la migration des kératinocytes. De la méme facon que
précédemment, le LOEX avait déja mis au point ce modele en présence de glyoxal et j'ai donc été
amené a tester de nouveau 3 concentrations de metformine. Je présenterai dans ce manuscrit
seulement les 2 plus faibles, car une fois encore la concentration la plus élevée était délétere pour
I’épiderme et la migration des kératinocytes. Concernant le glyoxal, sa concentration est ici plus
importante que pour |'élaboration d’une peau 3D compléete puisque le temps de traitement est plus
court, et est ajouté uniqguement lorsque les kératinocytes ont proliféré et commencé a se différencier.

Les concentrations utilisées sont listées dans la Table 11 du matériel et méthodes.
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Figure 57. Migration des kératinocytes au sein du modeéle 3D de cicatrisation

Contréle : cellules non traitées; Glyoxal (0,3 mM), M 0,07 : Metformine 0,07 mM et M 0,38 :
Metformine 0,38 mM. L’expérience a été réalisée sur 4 a 6 peaux 3D par conditions. A/ Images
correspondant a la fluorescence des kératinocytes des peaux 3D vues du dessus. Le gradient de
fluorescence est représenté a droite. B/ Graphique représentant le % de fermeture des plaies au cours
du temps des groupes « Controle » et « Glyoxal ». C/ Graphique représentant le % de fermeture des
plaies au cours du temps de I'intégralité des groupes. Une ANOVA 2 a été réalisée pour comparer les
groupes entre eux (B/et C/) *** p<0.001, lorsque rien n’est indiqué aucune différence significative n’a
été détectée. Les graphiques représentent la moyenne et les barres d’erreurs correspondent aux

erreurs type de la moyenne (SEM).
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2.4 Le glyoxal inhibe la migration des kératinocytes et restreint la
fermeture d’'une plaie dans un modele 3D

Nous avons voulu analyser I'effet du glyoxal et de la metformine sur la migration des kératinocytes
dans un modéle 3D. Pour ce faire, le modele innovant du LOEX utilise des kératinocytes GFP, ce qui
nous a permis d’analyser finement leur migration en observant leur fluorescence apres avoir effectué
un punch de 6 mm de diamétre (Figure 57. A). Les peaux contrbles non traitées referment
complétement la plaie en 9 jours (Figure 57. A et B). Au contraire les peaux 3D traitées au glyoxal
présentent un retard significatif de migration dés 3 jours et la plaie n’est toujours pas fermée au bout
de 12 jours (Figure 57. A et B). Globalement, les 2 concentrations de metformine (0,07 et 0,38 mM)
n’affectent pas la migration des kératinocytes par rapport au controle et ne permettent pas de
contrecarrer le retard induit par le glyoxal (Figure 57. A et C). Cependant 3 jours apres le punch, la
metformine seule a 0,38 mM semble induire un retard de la migration des kératinocytes qui est
rattrapé au jour 5 (Figure 57. C). Nous pouvons également noter une tendance a I'amélioration de la
migration des kératinocytes traités avec la metformine a 0,38 mM et glyoxal a partir du jour 8 par

rapport au glyoxal seul (Figure 57. C).
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Figure 58. Cicatrisation des souris Db/Db et contréles avec un pansement metformine ou un placébo
A/ Images représentatives des plaies au fil du temps des souris diabétiques (Db/Db) ou contrdles
(saines) avec un pansement placébo ou metformine. B/ % de lésion au cours du temps. Le
débridement et I'application des pansements a été réalisé a JO.

Une ANOVA 2 a été réalisé pour comparer les groupes entre eux. * = Diabétique + Metformine
versus Diabétique + Placébo * p< 0,05 ; ** p<0,01 ;*** p<0.001, # = Diabétique + Placébo versus
Controle + Placébo # p< 0,05 ; # # p<0,01 ; # # # p<0.001. Lorsque rien n’est indiqué aucune
différence significative n’a été détectée.

Les graphiques représentent la moyenne et les barres d’erreurs correspondent aux erreurs type de

la moyenne (SEM).
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3 Test d’'un pansement metformine in vivo

Durant la fin de ma thése, nous avons eu I'occasion de tester la metformine chez la souris. En effet,
les laboratoires URGO ont développé un pansement permettant de libérer de la metformine que nous
avons testé sur des souris diabétiques (Db/Db) et des souris saines, dites contrdles. Le pansement est
constitué d’un tissage revétu d’'une matrice d’élastomere qui comporte de la metformine ou non. Le
pansement permet la libération controlée et prolongée de la metformine. En effet, jusqu’a 100 % de
la metformine insérée dans le pansement sont libérés en 72h au niveau de la plaie, avec un pic de

libération a 10h (données Urgo).

Les souris Db/Db sont mutées spontanément pour le récepteur a la leptine, ne ressentent pas la
sensation de satiété et mangent donc continuellement, ce qui permet, I'installation d’un diabéte
relativement tot. Lorsque nous avons commencé I'expérience les souris étaient agées de 12 semaines
avec 4 semaines de diabete. La glycémie a été mesurée au début et a la fin de I'expérience pour
s’assurer qu’elle était supérieure a 400 mg/d| pour les souris diabétiques et inférieure pour les souris

contréles (non montré ici).

3.1 Les souris diabétiques présentent un retard de cicatrisation
important, la metformine n’est pas capable d’améliorer la fermeture
des plaies

Nous montrons que, l'induction d’une plaie de compression a I'aide d’aimants, les souris Db/Db
présentent un retard de cicatrisation par rapport aux souris contréles, et ce dés 2 jours apres
I'induction de la plaie (Figure 58. A). Les souris diabétiques cicatrisent en 18 jours contre seulement 9
pour les souris contrdles (Figure 58. B). Nous sommes donc parvenus a reproduire chez la souris, le
retard de cicatrisation observé chez ’lhomme. Il est important de noter une augmentation de la taille
des plaies chez les souris diabétiques 2 jours apres le débridement. Puis la plaie commence a se

refermer a partir de J2.

Concernant les souris contrbles, le pansement metformine semble retarder la cicatrisation précoce
dés J2 par rapport au placébo (Figure 58. A et B). Cependant, il apparait que les plaies des souris
controles traitées avec la metformine rattrapent leur léger retard de fermeture entre J7 et J9. En effet,
les souris traitées avec la metformine referment leur plaie en méme temps que les souris avec le
pansement placébo a J9 (Figure 58. B). L’analyse de la fermeture des plaies des souris diabétiques a
révélé que la metformine induisait également un retard de cicatrisation a partir de J4 jusqu’a J9 (Figure

58. B). De facon similaire a ce que I'on a observé chez les souris controles, la fermeture des plaies
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traitées a la metformine s’accélére a partir de J9 et rattrape le retard induit dans les phases précoces

de cicatrisation, a J11 (Figure 58. B).
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Les travaux de cette thése s’inscrivent dans une démarche de compréhension de I'effet de la glycation
sur les défauts de cicatrisation des diabétiques et I'apparition de plaies chroniques. Pour cela nous
avons utilisé le glyoxal comme agent glyquant sur des fibroblastes et des modeles plus complexes de
peaux 3D. Nous avons également testé sur ces mémes modeéles une molécule qui pourrait
contrecarrer les effets de la glycation et proposée par les Laboratoires Urgo : la metformine. Enfin,
nous avons réalisé des études préliminaires de cicatrisation sur des souris diabétiques sur lesquelles
nous avons pu appliquer un pansement a base de metformine au cours de la fermeture de plaie de

compression.
Effet du glyoxal sur le comportement des fibroblastes :

En complément de I'article sur le comportement des fibroblastes en présence de glyoxal nous avons

effectué de nombreuses études complémentaires.

Tout d’abord, I'utilisation de I’AFM nous a permis d’analyser le module élastique de différents
compartiments cellulaires et extracellulaires. Concernant le collagene, I'expérience devra étre réalisée
une seconde fois afin d’augmenter le nombre de mesures et de déterminer si le glyoxal induit ou non
une augmentation de la rigidité du collagéne (Figure 50. D). La difficulté de ce travail a résidé sur le
fait qu’il n’est pas simple d’induire la production de collagene par des fibroblastes non confluents,
pour pouvoir effectuer les mesures par AFM du collagéne néoformé. Bien que la présence de collagéne
| ait été vérifiée parimmunofluorescence, le réseau n’est pas aussi dense qu’il pourrait étre. Ceci induit
la formation d’un réseau hétérogene avec des fibres peut-étre plus fines que la normale, conduisant

aux écarts types important que nous avons observé (Figure 50. D).

Nous avons également montré une augmentation de la force de traction associée a la diminution de
I'aire des cellules en présence de glyoxal, ce qui révele que les cellules sont plus contractées et
adherent plus fortement a la matrice sous-jacente. Ces observations sont associées a des défauts de
migration, ce qui est concordant avec nos résultats de test scratch. Il a été montré que les fibroblastes
cultivés sur du collagene glyqué par du 3-DG ne parvenaient pas a étendre leur filopodes, étaient
immobilisés et adhéraient de facon plus importante a la matrice glyquée et que ces caractéristiques
participent a des défauts de migration (Loughlin and Artlett 2009). Au contraire, une autre étude
montre une moins bonne adhésion des fibroblastes lorsque le collagene est glyqué avec du
méthylglyoxal (Algahtani et al. 2021). Le type de glycation utilisé étant différent entre ces 2 études et

les ndtres, ceci pourrait expliquer que nos conclusions soient divergentes.

Afin de compléter notre analyse il serait intéressant de tester dans notre modele I'expression et la

localisation de la protéine FAK (Focal Adhesion Kinase) qui est impliquée dans la migration cellulaire
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Figure 59. Effet de l'inhibition de RAGE sur la prolifération des fibroblastes

Controle : cellules non traitées. L'expérience a été réalisée sur 3 donneurs de fibroblastes. Une ANOVA
2 a été effectuée pour comparer les groupes FPS ZM1 et 0.6 mM + FPS ZM1 : ns = non-significatif.

Les graphiques représentent la moyenne et les barres d’erreurs correspondent aux écarts types (SD).
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et qui est diminuée dans les fibroblastes au contact de collagene glyqué. De plus, FAK est
habituellement retrouvée au niveau de la surface cellulaire des fibroblastes mais change de
localisation vers I’environnement peri-nucléaire au contact d’un support glyqué (Loughlin and Artlett
2009). Ce changement de localisation signe un dysfonctionnement important de FAK qui ne peut plus

jouer son role a la membrane cellulaire dans I'adhésion et la migration.

L’effet du glyoxal est-il dépendant de la voie AGE-RAGE ?

Comme expliqué dans I'introduction, |la voie AGE-RAGE peut jouer un role crucial dans la réponse a la
glycation et I'induction de nombreuses voies de signalisation. Au cours de ma thése, nous avons
effectué des expériences préliminaires afin de vérifier si les effets du glyoxal observés étaient
dépendants ou non de I'axe AGE-RAGE. Pour cela, nous avons utilisé un inhibiteur de RAGE, le FPS-
ZM1, qui possede une trés forte affinité pour RAGE et empéche la fixation des AGEs (Zhan et al. 2018).
Nous avons traité les fibroblastes avec 500 nM de FPS-ZM1, avec ou sans glyoxal. |l apparait que
I'inhibition de RAGE ne permet pas de rétablir la prolifération des fibroblastes (Figure 59).

La diminution de prolifération des fibroblastes en présence de glyoxal serait donc indépendante de
I’axe AGE-RAGE. L'expérience a été réalisée sur les 3 donneurs de fibroblastes, mais cependant, nous
n’avons testé qu’une seule dose de FPS-ZM1 basé sur |'article de Zhan et al. Pour confirmer ce résultat,
il faudrait également tester d’autres doses de FPS-ZM1, ou tester un autre inhibiteur de RAGE comme
le GM-1111 qui permet notamment d’éviter la liaison des CMLs avec RAGE (Zhang J. et al. 2011).
L’action du glyoxal sur la prolifération des fibroblastes pourrait étre induite soit par I'inactivation de
protéines essentielles a la division cellulaire soit en raison de la forte adhésion des fibroblastes a leur

matrice qui immobiliserait les cellules qui ne pourraient alors plus migrer ou proliférer.

En complément de mon travail sur les fibroblastes en culture, il nous est apparu intéressant d’étudier
les conséquences de la glycation dans des modeéles plus intégrés et tout a fait innovants de peaux 3D.
C’est pourquoi j’ai réalisé un séjour de 8 mois au LOEX a Québec dans I'équipe de Frangois Berthod
qui maftrise parfaitement ces technologies. J’ai ainsi pu créer 3 types différents de modeles, en

présence et en absence de glyoxal :

- Un modéle de derme vascularisé qui consiste a mettre en culture des fibroblastes et des cellules
endothéliales dans une éponge. Les fibroblastes favorisent la formation spontanée de capillaires avec
une lumiere interne organisés en réseau tridimensionnelle et ramifiés, grace a la sécrétion d’une

matrice extracellulaire abondante (Berthod et al. 2006).
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-Un modeéle de peau compléte ou des kératinocytes sont ensemencés sur les dermes vascularisés.
Apres quelques jours de prolifération en immersion l'interface air-liquide permet la différenciation

des kératinocytes pour former un épiderme organisé et pluristratifié.

- Un modele de cicatrisation 3D qui permet d’analyser finement la capacité de migration de
kératinocytes GFP pour refermer une plaie in vitro grace au suivi de leur fluorescence au cours du

temps.
Effet du glyoxal sur la maturité des vaisseaux :

Nous avons tout d’abord montré que les dermes traités pendant 7 jours au glyoxal présentent une
densité vasculaire similaire aux dermes non traités. Au contraire, la présence de péricytes autour des
vaisseaux semble étre diminuée en présence de glyoxal puisque la co-localisation entre PECAM et NG2
est affaiblie. Une étude effectuée en 1989 sur les rétines de souris Db/Db montre une diminution
significative du nombre de péricytes et une augmentation du ratio cellules endothéliales / péricytes,
ce qui est concordant avec nos résultats (Midena et al. 1989). Plus récemment, des plaies d’excision
ont été réalisées sur des souris Db/Db et I'analyse de ces plaies montre une augmentation de la
perméabilité des capillaires avec une diminution de leur stabilité ainsi que du nombre de péricytes les

entourant (Okonkwo et al. 2020).

Le recrutement des péricytes est donc diminué dans des plaies diabétiques ce qui pourrait participer

au retard de cicatrisation.

Ce qui est important de souligner dans notre modele c’est que seuls des cellules endothéliales et des
fibroblastes ont été ensemencés au sein de I'’éponge de collagene, les péricytes dérivent donc d’une
de ces deux populations cellulaires. Or, des travaux préliminaires du LOEX démontrent que les
péricytes dérivent des fibroblastes et non des cellules endothéliales (Berthod et al. 2012). Nous

pouvons donc penser que la glycation induit un défaut de différenciation des fibroblastes en péricytes.
Homéostasie de I’épiderme et glycation :

L’ensemencement de kératinocytes sur ces modeles dermiques nous ont permis de développer, dans
un second temps, un épiderme pluristratifié et différencié. Nous avons d’abord mesuré |'épaisseur de
I’épiderme a I'aide de la coloration HES et celle-ci apparait significativement diminuée en présence de
glyoxal avec une déstructuration globale de I'épiderme et une diminution du nombre de kératinocytes
prolifératifs. L’'homéostasie de [I'épiderme repose sur [I'équilibre de la balance

prolifération/différenciation, nous pouvons donc penser que si la prolifération des kératinocytes
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basaux est diminuée, la différenciation des kératinocytes est alors augmentée. Or nos résultats
montrent que le marquage de K1 est significativement plus faible et on observe une tendance a la
diminution de la Loricrine. Il s’avere que peu d’études ont analysé la différenciation des kératinocytes
en réponse a une glycation augmentée, mais Cadau et al, montrent une diminution importante de la
Loricrine en présence de glyoxal ce qui est concordant avec nos résultats. Cependant, aucune
différence en terme de prolifération des kératinocytes basaux n’est révélée (Cadau et al. 2015).
D’autre part, la culture monocouche de kératinocytes sur un support de collagene | ou lll glyqué induit
une augmentation de I'involucrine et de K10 (Fujimoto E. et al. 2010). Dans notre étude il serait donc
intéressant d’analyser ces marqueurs afin de connaftre leur expression. De surcroit, K10 a été montré
comme préférentiellement glyquée par les CMLs (Kawabata et al. 2011). Pennacchi et al, ont effectué
une peau reconstruite avec du collagéne glyqué et ont donc analysé uniquement |'effet d’'un derme
glyqué sur le comportement des kératinocytes (Pennacchi et al. 2015). Il apparait que les couches
épidermiques sont plus faibles avec la présence de vacuole dans le cytoplasme des kératinocytes. lls
montrent une augmentation de K14 dans la totalité de I'épiderme, ce qui est significatif de
kératinocytes prolifératifs. Ce résultat n’est pas en accord avec nos expériences mais peut s’expliquer
par le type d’induction de glycation qui est différente car dans I'’étude de Pennacchi et al, c’est la

répercussion de la glycation du derme sur I'épiderme qui est analysé.

Il faut cependant prendre en compte que I'immunofluorescence n’est pas une méthode quantitative
mais qui permet d’avoir une idée de I'expression des protéines. Pour aller plus loin, nous pourrions

lyser les peaux 3D afin de mesurer I'expression des protéines par western blot ou par un test ELISA.
Migration des kératinocytes dans un environnement glyqué :

Pour finir, nous avons également développé un modele de cicatrisation 3D qui nous permet d’analyser
la capacité de migration des kératinocytes qui ont été rendus fluorescent par transfection stable de
GFP. La fluorescence des kératinocytes primaires permet de détecter le tout début de la migration et
de la suivre de fagon fine au cours du temps. Au cours de ce travail nous avons montré que la migration
des kératinocytes diminue en présence de glyoxal. En accord avec nos résultats, Zhu et al, ont montré
que des kératinocytes traités avec des AGEs-BSA présentaient des défauts de migration et de
prolifération importants (Zhu et al. 2011). De plus, la capacité de migration des kératinocytes est
réduite en présence de glyoxal a 0,5 mM pendant 24h, en perturbant la voie de signalisation EGFR
dépendamment de Snai2 (Quan et al. 2014). Dans notre modeéle, une fois que la plaie a été réalisée,
la peau glyquée lésée est positionnée sur un derme sain. Pendant I'analyse de fermeture, le derme

sous-jacent servant de support, sera a son tour glyqué. Or, en accord avec nos
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Figure 60. Modeéle de cicatrisation 3D de Stuermer et al.
Coupe histologique du modele de cicatrisation coloré a hématoxyline et éosine immédiatement

apres la lésion et 10 jours plus tard.
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résultats, il a été montré en 2D que les kératinocytes cultivés sur un collagéne glyqué possédaient des

capacités de migration fortement diminuées (Morita et al. 2005).

Ce modele de cicatrisation développé par le LOEX au Canada est trés innovant car peu de modeles 3D
in-vitro existent pour évaluer la capacité de fermeture de I'épiderme. C’est un modele pertinent pour
analyser la fermeture d’une plaie via la ré-épithélialisation comme cela se déroule chez I’homme. Nous
pouvons citer les travaux de Stuermer et al, en 2018 qui utilisent un gel de collagene issu de queue de
rat (Stuermer et al. 2018). Le principe est le méme que celui utilisé dans ce manuscrit a savoir que les
fibroblastes humains sont cultivés dans un gel de collagéne et des kératinocytes immortalisés HaCat
sont ensuite ajoutés pour former un épiderme. Un punch est réalisé et la peau lésée est déposé sur
un gel de collagéne avec des fibroblastes uniquement. Stuermer utilise en plus un gel de collagene
vierge de cellule pour combler la Iésion et aider a la migration (Figure 60). Ce modéle ne permet pas
une analyse fine de la migration des kératinocytes mais plutot une fermeture grace au rapprochement
du gel de collagéne au niveau des berges. Il y a un phénomeéne fort de contraction qui permet a

I’épiderme de se refermer, comme ce qui est observé chez la souris.

En plus des différentes études qui m’ont amené a mettre en évidence les conséquences de la glycation
sur le comportement des fibroblastes et sur différents modeles de peaux 3D, j'ai également été
amenée a tester une molécule, la metformine, comme potentielle molécule anti-glycante. J’ai donc
observé |'effet de la metformine sur plusieurs parameétres tels que la glycation et la mobilité des
fibroblastes, la production de matrice extracellulaire et le développement du réseau vasculaire ainsi

gue la migration des kératinocytes.

Effets de la metformine sur la glycation des fibroblastes :

La premiére étape a consisté a déterminer une concentration non toxique de metformine (7mM) pour

traiter les fibroblastes, qu’elle soit seule ou en présence de 0.6 mM glyoxal.

L’analyse de la présence de CML par western blot au cours du temps a permis de mettre en évidence
une augmentation importante de ces CML aprés ajout de glyoxal entre 24 et 72h (Figure 48. C et D).

L'accumulation de CML semble étre diminuée par I'action de la metformine.

Cette expérience n’a cependant été réalisée que sur 1 donneur de fibroblastes. Afin d’obtenir des
analyses statistiques, il faudrait réitérer I'expérience sur les 2 autres donneurs. Nos résultats sont
concordants avec la littérature qui montre bien la metformine comme une molécule anti-glycante qui

réduit le taux de CML (Adeshara et al. 2020).
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Figure 61. Effet de la metformine sur la prolifération migration des fibroblastes

Controéle : cellules non traitées ; Glyoxal (0,6 mM), Metformine (7 mM). L'expérience a été réalisée
sur un seul donneur de fibroblastes.

A/ Un comptage cellulaire pendant 7 jours a été effectué pour estimer la prolifération cellulaire dans
3 puits différents. Un multiple t-test a été effectuée pour comparer les groupes glyoxal et glyoxal +
metformine * p<0.05 ** p<0,01. B/ Le % de fermeture a été mesuré en calculant I'aire non fermée
par les cellules toutes les 6 heures, jusqu’a 48h dans 6 puits différents.

Une ANOVA 2 a été effectuée pour comparer les groupes glyoxal et glyoxal + metformine : * p<0.05
Les graphiques représentent la moyenne et les barres d’erreurs correspondent aux écarts types (SD).
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En plus de nos études, il serait intéressant de tester le stress oxydatif dans nos conditions
expérimentales. En effet, le glyoxal a 5 mM est connu pour induire un stress oxydatif important dans
les hépatocytes, qui est contrecarré par des agents anti-oxydants comme la quercetine (Shangari and
O'Brien 2004). D’autre part, des cellules épithéliales de rétine présentent une diminution de leur
viabilité et une augmentation de la mort cellulaire et du stress oxydatif en présence de 0.5 mM glyoxal

(Qu et al. 2020), effets qui sont contrecarrés par la metformine a 0,1 mM.
Effets de la metformine sur le comportement des fibroblastes :

L’effet de la metformine sur les caractéristiques mécaniques des fibroblastes a ensuite été analysée
par la technique d’AFM. Nous avons révélé que la metformine était capable de contrecarrer les effets
du glyoxal en augmentant significativement I'aire des cellules (Figure 50. F). Concernant la force de
traction, les cellules traitées avec de la metformine et du glyoxal ne présentent pas de différences
significatives par rapport au groupe glyoxal seul. Cependant les analyses réveélent un groupe de cellules
dont la force de traction est tres faible (Figure 50. E). Ces résultats semblent encourageants quant a
un effet potentiellement bénéfique de la metformine sur la migration des fibroblastes. Les
expériences méritent d’étre effectuées une seconde fois pour confirmer ces observations et pour
tester les propriétés morphologiques et mécaniques des fibroblastes en présence de metformine

seule.

Pour aller plus loin, nous avons effectué des études préliminaires (un seul donneur de fibroblastes)
pour estimer I'effet de la metformine sur la prolifération et la migration. Il apparait que la metformine
semble améliorer la prolifération des fibroblastes a partir de 3 jours par rapport au groupe traité avec
du glyoxal (Figure 61. A). Concernant la migration, la metformine améliore la fermeture des plaies in

vitro uniquement a 48h (Figure 61. B).

Ces résultats sont donc encourageants quant a I'effet de la metformine sur I'amélioration de la
prolifération et la migration des fibroblastes dans des conditions de glycation et seraient concordants
avec la tendance a I'amélioration de la force de traction exercée par les fibroblastes en présence de

glyoxal et de metformine.

Certaines études ont été effectuées sur la metformine et son effet sur la prolifération et la migration,

mais la littérature présente des données discordantes.

Une étude récente a testé I'effet de la metformine sur la prolifération des fibroblastes 3T3 cultivés
avec une dose tres élevée de glucose (Soydas et al. 2018). Cette étude met en évidence une diminution

de la prolifération en présence de forte concentration de glucose et montre que la
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metformine (0,05 mM et 0,5 mM) est capable d’augmenter la prolifération des fibroblastes. Les
concentrations de metformine utilisées sont ici beaucoup plus faible et les temps utilisés sont trop
courts pour induire des AGEs, I’étude se concentre uniquement sur I'augmentation du taux de glucose.
L’action anti-glycante de la metformine ne peut donc pas étre analysée, ce qui peut expliquer la plus
faible concentration utilisée. En effet ici, la metformine ne peut pas exercer sa capacité a séquestrer

des dicarbonyles comme dans notre étude.

D’autre part, des études analysent l'effet de la metformine dans des contextes sains, non
hyperglycémiques. Par exemple, les fibroblastes cardiaques migrent et proliferent moins en présence
de metformine (concentration non connue) (Mummidi et al. 2016). De plus, des fibroblastes synoviaux
présentent une diminution de la prolifération et de la migration en présence de 5 et 10 mM de
metformine. Au contraire, avec des plus faibles doses de metformine (entre 0,5 et 2 mM), la

prolifération est augmentée par rapport au controle (Chen Y. et al. 2020).

La metformine ne semble pas mettre en évidence une dose réponse sur la migration et la prolifération,
le choix de sa concentration est donc crucial. Nous pouvons penser que la metformine agit

différemment en fonction du contexte, certainement lié a ses diverses capacités pharmacologiques.
Quel pourrait étre I'effet de la metformine sur la matrice extracellulaire ?

Lors de ma thése, nous n’avons pas étudié |'effet de la metformine sur la production de collagene. Ici
aussi I'effet de la metformine diverge dans la littérature. L'étude de Soydas, montre une augmentation
de collagene | et Ill sécrétés par les fibroblastes dans des conditions hyperglycémiques en présence
de metformine (Soydas et al. 2018). D’autre part, le traitement de rats diabétiques a la metformine
(voie orale), augmente le taux cutané de collagéne Ill, de TIMP2 et diminue la MMP3 (Knas et al. 2015).
Une étude préliminaire de Knas et al. montre que le collagene | est plus présent chez les rats
diabétiques traités a la metformine et ne differe pas par rapport aux rats sains (Knas et al. 2013).
Cependant, de nombreuses études décrivent un effet néfaste de la metformine sur la production de
la matrice extracellulaire. L'ajout de metformine (10 mM) sur des fibroblastes humain dermiques
stimulés au TGFB provoque la diminution de collagene | ainsi qu’une diminution de la transcription
des genes codant les collagene | et Il ainsi que I’élastine (Jeon et al. 2020). De méme, des fibroblastes
murins de rein présentent une diminution de la production de collagéne aprés un traitement de 10
mM a la metformine (Lu et al. 2015). Cependant il est difficile de comparer ces études a la notre
puisque c’est la production de collagéne aprés une stimulation au TGFB qui est analysée. La

metformine serait prometteuse pour diminuer la production excessive de matrice
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extracellulaire pendant la phase de remodelage qui engendre des cicatrices hypertrophiques de type
chéloides (Yoon et al. 2011). Ici encore la metformine semble avoir un effet différent en fonction du

contexte hyperglycémique ou non.

Le métabolisme des lipides en présence de metformine :

Les études que nous avons menées en complément de la publication principale de cette these, nous
ont amené a tester la metformine sur I'accumulation des lipides en réponse au glyoxal. En effet, nous
avons montré une accumulation importante de vésicules lipidiques par les fibroblastes, en réponse au
glyoxal, ainsi qu’une diminution de la phosphorylation de 'AMPk (Guillon et al. 2021). Cette
diminution de I'’AMPk ne semble pas étre responsable du désordre du métabolisme des lipides
puisque I'activateur AICAR ne parvient pas a diminuer I'accumulation de LDs. En paralléle, nous avons
testé la metformine qui, en plus de sa capacité a capter le glyoxal, est également un activateur de

I’AMPK, ce qui en faisait un bon candidat pour empécher I'accumulation de LDs.

Il s’avere que la metformine seule induit une augmentation du nombre de vésicules lipidiques mais

est capable d’inhiber I'accumulation induite par le glyoxal (Figure 51).

Le fait que la metformine seule active la phosphorylation de 'AMPk et provoque une augmentation
des LDs confirmerait que I'accumulation observée pour les fibroblastes traités avec du glyoxal n’est
pas dépendante de ’AMPk puisque le glyoxal induit un défaut de sa phosphorylation. Ici la metformine
permettrait donc d’éviter le désordre du métabolisme des lipides en captant et bloquant I'action du
glyoxal. Nous ne pouvons cependant pas exclure que la metformine active des voies indépendantes
de I'’AMPk qui pourraient limiter les effets du glyoxal. Quelques articles de la littérature traitent du
role de la metformine sur le métabolisme des lipides. Il a été montré que la metformine pouvait
inhiber I'adipogenése de fibroblastes embryonnaires murins et de pré-adipocytes de facon
dépendante ou non de I’AMPk en diminuant I'expression de mTOR (Chen S. C. et al. 2017). En effet, la
metformine serait capable de limiter I'accumulation de vésicules lipidiques ainsi que I'expression de
génes lipogéniques (PPARy, FASN..), empéchant donc la différenciation de pré-adipocytes en
adipocytes (Moreno-Navarrete et al. 2011). De plus, la metformine limite I'accumulation de LDs
induite par I'acide oléique dans des cellules musculaires de souris et diminue la production de
triglycérides (Wang C. et al. 2014). Puisque la phosphorylation de I’AMPk est essentielle pour initier
I"autophagie, qui est capable d’éliminer les vésicules lipidiques, Kim et al, ont analysé I'effet de la
metformine sur des cellules endothéliales (Kim H. S. et al. 2020a). lls montrent que la metformine
serait capable d’éviter I'accumulation de vésicules lipidiques induite par incubation d’acide gras

saturés, en activant le flux autophagique de facon dépendante de I'AMPKk.
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Effet de la metformine sur le réseau vasculaire :

Nous avons montré que la metformine était capable d’améliorer la maturité des vaisseaux sanguins
en présence de glyoxal, avec un nombre de péricytes qui est semblable au contréle. Cependant, nous
ne sommes pas en mesure de montrer une augmentation significative de ces péricytes par rapport

aux dermes traités avec du glyoxal (Figure 52).

La littérature rapporte des résultats contradictoires quant au role de la metformine sur le réseau
vasculaire et I'angiogenése. Dans une étude récente, les auteurs ont exposé des cellules endothéliales
ombilicales a une forte concentration de glucose, avec ou sans metformine. De facon dépendante de
I’AMPk, la metformine joue un rble protecteur sur les cellules endothéliales en empéchant la
production importante de ROS induite par la présence de glucose (Tao et al. 2021). Le role de la
metformine en cancérologie a été beaucoup étudié et certaines études rapportent que la metformine
aurait un effet protecteur sur I'endothélium dans I'environnement de la tumeur, avec une
augmentation de VEGF, de I'angiogeneése et donc de la progression tumorale (Martin M. J. et al. 2012,
Phoenix et al. 2009, Triggle and Ding 2017). D’autre part, Orecchioni et al, montrent une diminution
des cellules endothéliales sans modifier le nombre de péricytes dans I'environnement de la tumeur
(Orecchioni et al. 2015). La metformine serait responsable d’'une diminution de la densité et de la
maturation des micros-vaisseaux en réponse a la diminution d’HI1-a (Hypoxia Inducible Factor-1

alpha) et de VEGF (Kurelac et al. 2020, Wang J. et al. 2015).

Dallaglio et al, parle d’un effet paradoxal de la metformine au niveau vasculaire, ils suggérent en effet
que la metformine aurait un effet cellule et contexte spécifique (Dallaglio et al. 2014). Ces données
discordantes sur le role de la metformine dans la biologie des cellules endothéliales pourraient
s'expliquer par le fait que I'inhibition du complexe | de la chaine respiratoire, engendre une série de
phénoménes, tels que des changements dans les concentrations d'oxygene et la stabilité d’HIF-1q,
ainsi qu'une réduction de la disponibilité des lipides qui sont nécessaires a la prolifération des cellules
endothéliales (Kurelac et al. 2020). Des doses faibles de metformine pourraient étre a I'origine de
I'angiogenése par une inhibition incompléte du complexe | et, au contraire, des doses élevées
conduiraient a un dysfonctionnement sévere du complexe | et a I'inhibition de I'angiogenése (Kurelac

et al. 2020).
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La metformine et I’lhoméostasie de I'épiderme :

Concernant I'effet de la molécule a 0,07 mM, nous avons montré qu’elle ne modifie pas I'épaisseur de
I’épiderme et permet d’éviter la diminution d’épaisseur observée en présence de glyoxal. A cette dose,
le nombre de kératinocytes Ki67 positifs est similaire aux peaux non traitées, mais ne permet pas
d’empécher la diminution de kératinocytes prolifératifs en présence de glyoxal, bien qu’une légere
amélioration soit a souligner. Il faudrait refaire I'expérience pour augmenter le nombre de comptage.
Une étude réalisée sur des kératinocytes immortalisés montre que la metformine a 50 mM diminue
fortement leur prolifération en inhibant la voie mTOR (Li et al. 2014, Liu Y. et al. 2016). Cette étude
est concordante avec nos résultats mais n’est pas effectuée sur des kératinocytes primaires et la dose

de metformine est bien supérieure a la notre.

En revanche I'expression de K1 est restaurée par la metformine a 0,07 mM en présence de glyoxal et
n’induit pas de modifications lorsqu’elle est ajoutée seule. A 0,07 mM, la metformine semble réguler
la différenciation épidermique en présence d’une glycation accrue. En revanche a 0,38 mM, la
metformine seule induit une diminution de I'épaisseur de |'épiderme par rapport au contréle, mais
elle permet de contrecarrer I'effet du glyoxal (Figure 53). En présence de glyoxal et de metformine a
0,38 mM, le nombre de kératinocytes Ki67 positifs est drastiquement diminué, I'expression de K1 et
de la loricrine semblent augmentée de facon plus importante qu’a 0,07 mM. Nous pouvons donc
penser que dans cette condition, les kératinocytes perdent leur capacité de prolifération et rentre

donc dans un processus de différenciation important.

D’autres molécules ont été testées pour améliorer la différenciation des kératinocytes en présence de
glyoxal dans un modele similaire a celui que nous avons utilisé telle que 'aminoguanidine (1,5 mM)
en préventif ajoutée en méme temps que le glyoxal et I'alagébrium (500 uM) en curatif utilisée apres
le traitement glyoxal. Ces inhibiteurs de la glycation semblent augmenter I’'expression de la loricrine
et de la filagrine (Cadau et al. 2015). Dans I’étude de Pennachi et al, 'aminoguanidine est capable de
contrecarrer les effets déléteres induit par le collagéne glyqué sur la différenciation des kératinocytes

(Pennacchi et al. 2015).

Migration des kératinocytes en présence de metformine :

La metformine ne semble pas avoir d’effet sur la migration des kératinocytes, a 0,07 et 0,38 mM car
aucune modification n’est remarquable par rapport au controle. En présence de glyoxal la metformine
ne parvient pas a contre carrer le retard de migration induit par le glyoxal. Bien qu’une légere

amélioration soit observable a 0,38 mM (Figure 57).
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Dans |'étude de Stuermer, les auteurs testent I'effet de différents anti-diabétiques dont la metformine
a 1000 mM soit pres de 140 fois concentré que nous pour les fibroblastes et 1000 fois plus élevée pour
les kératinocytes. lls montrent un retard de migration des fibroblastes en 2D et dans le modele de
cicatrisation 3D, accompagné d’une baisse importante de I'épaisseur de I'épiderme. La tres forte

concentration utilisée pourrait expliquer ces observations.

Enfin, afin de compléter I'ensemble des résultats obtenus précédemment, il nous a semblé
indispensable de réaliser des modeéles in vivo dans le but de mettre en évidence la répercussion de
I’"hyperglycémie chronique sur la cicatrisation de plaies de compression chez la souris Db/Db. Nous
avons également testé I'application de pansements contenant de la metformine afin de vérifier son
action sur la cicatrisation. L'induction de plaie de compression chez la souris est une expérimentation
qui se fait en routine au laboratoire sur des souris diabétiques de type | induites avec de la
streptozotocine depuis la mise en place du brevet n°FR1855141 (Modele pour I'évaluation de
traitements pour la cicatrisation des ulcéres de pression) (Remoué 2020). Cependant, nous avons di
mettre au point ce protocole pour les souris diabétiques de type I, les Db/Db, pour lesquelles nous
n’avions jamais effectué de plaies de compression. Nous avons choisi ici de débrider les plaies avant
d’appliquer les différents pansements, afin de permettre une meilleure pénétration de la molécule.
La pose de tegaderm sur le pansement permet de maintenir la plaie constamment humide tout au

long de la cicatrisation.

L’étude de la cicatrisation chez la souris apporte certains biais dont il faut avoir conscience. Comme
expliqué dans l'introduction, la structure de la peau de souris présente des différences avec la peau
humaine. L’épaisseur de I'épiderme est beaucoup plus fine a cause d’'un nombre plus faible de couche
de kératinocytes. D’autre part, chez la souris le muscle sous-cutané participe grandement a la
fermeture de la plaie par contraction. Il est possible d’installer des anneaux anti-contraction pour
limiter ce phénomene et analyser la fermeture de la plaie qui se fait par migration des kératinocytes.
Malgré tout, la souris reste un bon modele pour étudier la cicatrisation de par sa petite taille et la

facilité d’hébergement et de manipulation.
Pourquoi la souris Db/Db ?

Concernant le choix du modeéle diabétique, il en existe de nombreux chez la souris. Nous avons choisi
un modeéle de souris diabétiques de type Il qui représente la grande majorité des diabétiques dans le
monde (90%). De plus, le diabéte de type Il méne plus souvent a I'apparition de DFU qui sont plus
souvent associés a des complications graves comme la gangrene et 'amputation (Al-Rubeaan et al.

2015, Zhang P. et al. 2017). Le modéle de souris Db/Db reproduit bien le diabéte de type Il avec une
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prise de poids importante mais est basé sur une mutation unique spontanée du récepteur a la leptine.
Un des biais de ce modele est le fait qu’il représente mal les nombreuses mutations qui s’installe chez

les patients diabétiques et qui interviennent dans les complications observées.

Il existe seulement quelques cas chez I'homme qui présentent une mutation sur le récepteur de la

leptine (Fang et al. 2019).

Bien que nous n’ayons pas vérifié la présence de produits terminaux de glycation chez les souris, il a
été montré que les souris Db/Db étaient un des modeles les plus efficaces pour étudier la glycation en
lien avec le diabéte en comparaison avec des modeles d’induction du diabéte par des régimes riches
en gras (Guilbaud et al. 2019). En effet les souris Db/ Db présentent une accumulation de CML au
niveau du plasma, des reins, du coeur et des poumons et de la peau (Guilbaud et al. 2019, Peppa et

al. 2006).

Nous avons récupéré le plasma des souris diabétiques et controles en fin d’expérience, il serait

intéressant d’analyser le taux d’AGEs et de glyoxal présent.

Pour la premiere fois dans le laboratoire, nous avons effectué une plaie de compression sur ces souris
diabétiques, ce qui nous a permis de reproduire le retard de cicatrisation observée chez 'homme.
Cependant nous avons noté une augmentation de la taille de la plaie aprées le débridement chez les
souris Db/Db, c’est un phénomeéne que nous avons déja observé dans le laboratoire chez des souris
T1D induites par la streptozotocine. Nous pouvons penser qu’il y a un certain relachement cutané
avant de débuter la cicatrisation qui pourrait étre lié a une diminution de la contraction qui participe

grandement a la cicatrisation chez la souris controle.

Effet du pansement metformine Urgo :

Pour la premiére fois, nous avons testé I'effet de la metformine sur des plaies de compression chez
des souris diabétiques. Nos résultats n’ont malheureusement pas permis de mettre en évidence une
amélioration de la cicatrisation des souris diabétiques. De par ses capacités anti-glycante, la
metformine semblait étre un bon candidat. En effet, la glycation est en grande majorité responsable
du retard de cicatrisation chez les diabétiques. Le blocage de RAGE par une injection intrapéritonéale
ou topique de sRAGE permet de restaurer la cicatrisation chez des souris diabétiques apres une plaie
d’excision (Goova et al. 2001). La glycation augmente avec l'age et I'application topique de
metformine sur des plaies d’excision chez des rats agés permet d’augmenter la cicatrisation et est
décrit comme un agent prometteur pour améliorer la fermeture de plaies (Zhao et al. 2017). De facon

étonnante, nous montrons un retard de cicatrisation pour les souris contréles ou diabétiques traitées

191



avec la metformine dans les premiers jours de fermeture, retard qui est rattrapé ensuite. Notre
expérience n’a cependant été réalisée qu’une seule fois, et avec uniquement 5 souris contréles pour
le placébo et 5 souris traitées avec la metformine. Il faudrait refaire I'expérience sur plus de souris
pour confirmer ces observations. Pour le moment, ces résultats nous laissent penser que la
metformine serait néfaste pour les phases précoces de fermeture. Des études complémentaires
seraient nécessaires pour étudier le réle de la metformine sur la premiére phase de cicatrisation,
I'inflammation, qui est nécessaire pour I'induction de la cicatrisation. En effet, la metformine pourrait
jouer un réle anti-inflammatoire qui retarderait la phase de fermeture (Kar et al. 2021, Kim H. S. et al.
2020a). De plus, le pansement de metformine utilisé est a 7 %, et nous avons vu I'importance de la
concentration de la metformine sur différents paramétres. Il serait donc intéressant d’utiliser un
pansement moins concentré en metformine pour limiter ses effets potentiellement toxiques en début

de cicatrisation.

Cependant, en tant que premier traitement prescrit aux diabétiques de type I, une étude a analysé le
pourcentage d’amputation chez des patients traités avec ou sans metformine. Il apparait que la
metformine diminue de 30 % le risque d’amputation (Hippisley-Cox and Coupland 2016). De
nombreuses études se sont intéressées a I'efficacité de la metformine pour accélérer, améliorer la
cicatrisation des diabétiques. Han et al, ont montré que 2 semaines de traitements de metformine
avant la création d’'une plaie d’excision participaient a leur fermeture plus rapide, avec une
augmentation de I'angiogenése et du taux de précurseur de cellules endothéliales (Han X. et al. 2017).
D’autre part, une étude a été menée sur des plaies d’excision réalisées sur des rats diabétiques induits
par streptozotocine traitées avec de la metformine (Lee S. H. et al. 2006). Lee et al, utilisent un gel de
PGLA (poly-D-L-lactide-glycolide) contenant la metformine qui se diffuse lentement pendant 22 jours
(200pg/ml au début et 19ug/ml au bout de 8 jours) qui permet d’accélérer la ré-épithélialisation et la

fermeture de la plaie.

La metformine a méme montré des avantages pour améliorer la cicatrisation chez des rat sains de
facon dépendante de I’AMPk (Qing et al. 2019). En application topique aprés une plaie d’excision, la
cicatrisation apparait accélérée avec une augmentation de I'angiogenése et de la transition des
macrophages en phénotype M2. La transition des macrophages en M2 permet de stopper la phase
inflammatoire pour permettre I’entrée en phase de prolifération et donc éviter I'installation de plaies
chroniques. Une autre étude récente a testé I'effet de la metformine sur des plaies d’excision chez
des rats sains. lls ont montré que I'application topique de metformine induisait une diminution de
I’expression du TGFB, de 'aSMA ainsi que du collagéne | et Il (Chogan et al. 2020). Ces mécanismes

permettent d’atténuer I'apparition d’un tissu cicatriciel fibreux mais induisent un retard de la
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cicatrisation. Pour pallier cela, ils ont développé un support innovant constitué de 3
couches (polycaprolactone —chitosan-polyvinyl alcohol) intégrant la metformine. La fermeture des
plaies est accélérée dans les phases précoces de cicatrisation tout en empéchant I'apparition de

cicatrices fibreuses lors de la phase de remodelage de la matrice.

D’apres ces études nous pouvons penser que la fagon d’appliquer et la libération de la metformine
sont des points cruciaux a définir pour accélérer la fermeture de plaie. De plus, son action différente
sur les fibroblastes, cellules endothéliales et kératinocytes nous encourage a penser que la modulation
de sa concentration au fil du temps semble étre un point essentiel pour améliorer la cicatrisation des

diabétiques.
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Ces travaux de these ont permis de mettre au point un modele robuste pour étudier 'effet de la

glycation en 2D et en 3D sur les cellules cutanées et mieux comprendre les défauts de cicatrisation.

En effet, le glyoxal, retrouvé en grande quantité dans le plasma des patients diabétiques, pourrait
participer activement au retard de cicatrisation en perturbant des étapes clés comme la prolifération,
la migration ou encore la production de matrice extracellulaire. Nous avons montré pour la premiéere
fois une perturbation du métabolisme des lipides en réponse a une glycation accrue dans les
fibroblastes dermiques. Complétement perturbé, le phénotype des fibroblastes semble tendre vers
un profil lipogénique au détriment d’une migration et d’une prolifération active qui est nécessaire lors

de la cicatrisation.

Nos modeles 3D montrent un défaut dans la maturité et la stabilité des vaisseaux sanguins en réponse
au glyoxal qui pourrait participer a l'installation de DFU. Enfin 'homéostasie de I'épiderme est
bouleversée avec la différenciation des kératinocytes qui est altérée en présence de glyoxal. Dans un

contexte de cicatrisation la migration des kératinocytes est fortement diminuée.

Les différents tests effectués in vitro avec de la metformine semblent encourageants a différents
niveau comme la régulation de la différenciation des kératinocytes et du métabolisme des lipides.
Néanmoins, il faut garder a I'esprit que le glyoxal est un agent glyquant parmi le processus complexe
gu’est la glycation dans lequel de nombreux autres acteurs sont importants. Notre modeéle regarde de
facon précise I'action du glyoxal a une certaine concentration au niveau cutanée, mais la metformine

dans un organisme complet peut agir a bien d’autre niveau de la glycation.

Bien que I'essai du pansement avec metformine sur une plaie de compression chez la souris diabétique
n’ait pas donné de résultats positifs, la metformine reste prometteuse pour améliorer la cicatrisation
des diabétiques. En effet, ses multiples actions pharmacologiques complexes méritent d’étre étudiées
de fagon plus détaillées au niveau des cellules de la peau afin d’optimiser son action en fonction des

phases de cicatrisation.

Les différents modeles et expériences réalisées durant ce projet de thése reproduisent de nombreuses
caractéristiques de la peau des diabétiques et peuvent dans ce sens, étre utilisés pour étudier d’autres

molécules thérapeutiques innovantes.
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Revue en cours de révision dans « European Journal of Dermatology » qui explique le réle de la
pollution atmosphérique dans I'apparition de complications cutanées médiée par le récepteur AhR.

Le retard de cicatrisation lié au diabéete y est abordé.
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Abstract: 169 words (250 max)

Short- and long-term exposure to atmospheric pollution has significant health effects. The skin
is the organ directly in contact with pollutants and is responsible for protection of the organism.
Particulate matter (PM) such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are the basis of
certain pulmonary as well as dermatological complications. Pollution exacerbates certain
illnesses such as atopic dermatitis and cancer, and it may also participate in delaying wound
healing and in the occurrence of chronic ailments such as diabetes. The aryl hydrocarbon
receptor (AhR) transcription factor at the core of these responses to pollutants is expressed by
all cells of the skin. The AhR is subject to tight regulation that depends on its ligand. Pollutants
act in a deleterious manner via the AhR on the behavior of keratinocytes as well as fibroblasts.
Natural ligands, on the other hand, allow the noxious effects of pollution to be countered.
Modulation of AhR appears to be an excellent therapeutic target to improve or stop the

cutaneous problems linked to pollution.

Keywords: atopic dermatitis, pollution, skin, wound healing
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Introduction

It is nowadays recognized that pollution is a major public health problem caused by an increase
in the prevalence of numerous cardiovascular, pulmonary, and dermatological illnesses
(Dabass et al. 2016, Guan et al. 2016). Atmospheric pollution is due to air contamination by
different natural gases derived from emissions by the vegetation as well as by soil erosion and
of anthropomorphic origin produced by human activities. These pollutants are classified into
two distinct families: primary pollutants and secondary pollutants, the latter undergoing
modification by the primary pollutants. Atmospheric pollution comprises gases such as carbon
dioxide and sulfur dioxide, as well as particulate matter (PM) emitted by various human
activities. FPs contain heavy metals and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). These
components are produced by road and air traffic as well as by cigarette smoke (Lecas et al.
2016). Dioxins such as TCDD (2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxin) are derived mainly from
wood stoves and forest fires; they are part of the family of PAHs. Exposure to pollutants
particularly affects the skin, which is an organ in direct contact with the pollution. For example,
toxic and cancerogenic dioxins readily penetrate the skin due to their lipophilic properties
(Krutmann et al. 2014). On the other hand, pollutants reach the lungs by respiration, and their
passage in the blood flow can affect other organs such as the skin (Krutmann et al. 2014). A
link between pollution and chronic cutaneous inflammatory diseases such as atopic dermatitis
(AD) or impaired wound healing has recently been reported (Kim K. E. et al. 2016). Similarly,
it has been shown that long-term exposure to pollutants is associated with an enhanced
incidence of lung as well as skin cancers (Pope et al. 2002). The aryl hydrocarbon receptor
(AhR) transcription factor, which is expressed in all cutaneous cells, is central to all of these
pathophysiological processes (Esser et al. 2013, Furue et al. 2014). The AhR signaling pathway

is induced by PM in particular, which have a high affinity for this receptor (Esser et al. 2013).
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In light of the increasing concerns arising from pollution, there is ample merit in gaining a
better understanding of the consequences of pollution at the level of the skin in response to the
AhR. We here document the effects and the interactions that occur in skin in response to

pollution and that involve the AhR.

1. Biology of the AhR

The skin is the largest organ of the human body. It protects the organism from exterior insults,
and it plays a role as a sensor of the environment. This is why the cutaneous homeostasis and

the integrity of the skin need to be tightly regulated.

The AhR is expressed in all of the organs that act as barriers, such as liver, lungs, intestine, and
skin (Esser etal. 2013). The AhR is a helix-loop-helix domain transcription factor that responds
to endogenous and exogenous signals, and it is, therefore, also able to modulate these effects.
It is found in the cytoplasm of all cutaneous cells, both in the epidermis and the dermis, and it

is essential for homeostasis of the skin (Esser et al. 2013).

The AhR is activated in the cytoplasm after binding of its ligand, which allows induction of
the signal for its translocation to the nucleus. Thanks to chaperone proteins, the AhR is directed
to the nuclear compartment where it heterodimerizes with the molecule ARNT (Aryl
hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator). This protein complex is able to activate the
transcription of certain genes, by binding to their XRE (Xenobiotic Response Element)
promotor regions (Figure 1). On the other hand, the AhR activates the expression of its own
AhRR (Aryl hydrocarbon Receptor Repressor) repressor, thereby ensuring a negative feedback
loop. AhRR binds to ARNT in the nucleus and prevents the binding and the action of the

AhR/ARNT complex (Esser et al. 2013).
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1.1. Nature of the AhR ligands

Numerous ligands are capable of activating the AhR pathway. They are classified into three

groups according to their nature.

1.1.1. Endogenous ligands
UVB radiation is capable of generating dimers of tryptophan, called FICZ (6-formylindolo[3,2-
b]carbazole), which can bind to the AhR (Fritsche et al. 2007). These are referred to as
endogenous ligands. Activation of the AhR pathway by FICZ promotes pigmentation and
hence improves protection of the DNA. Due to this, the AhR is sensitive to the environment
and it acts as a sensor of UV radiation (Esser et al. 2013). When exposed to UVB radiation,
mice lacking the AhR exhibit less cutaneous pigmentation than wild-type mice (Jux et al.

2011).

1.1.2. Natural exogenous ligands
The AhR can bind with high affinity to ligands in food. Phytochemical antioxidants such as
flavonoids, which are responsible for the color of fruits and plants, or glucosinolates that give
rise to the bitterness of mustard and cauliflower, are exogenous natural ligands of the AhR.
Their binding induces translocation of the nuclear factor Nrf2 to the nucleus, allowing
expression of antioxidant enzymes such as Nqol (Quinone oxidoreductase) and oxygenase- 1
(HO-1) (Furue et al. 2017, Haarmann-Stemmann et al. 2012, Uchi et al. 2017) that protect cells
from damage generated by ROS. A recent study has shown that these exogenous natural ligands

exert a barrier function by regulating transepidermal water loss (Haas et al. 2016).

1.1.3. Synthetic exogenous ligands
Lastly, particulates from pollution, such as PAHs or TCDD, are synthetic exogenous ligands
with very high affinities. Their binding to the AhR promotes the generation of reactive oxygen

species, which are known to cause DNA damage. Pollution gives rise to an increase in
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inflammation and it exacerbates cutaneous inflammatory diseases such as atopic dermatitis as

well as psoriasis (Kim H. O. et al. 2014).

The nature of the ligand determines the AhR response. In humans, the specificity of the binding
of the AhR depends on a valine residue situated at position 381. In case of substitution by an
alanine, the specificity increases, unlike substitution by an asparagine, which leads to abolition

of the binding.

2. Consequences of the activation of the AhR at the cutaneous level

The epidermis is the most superficial layer of the skin. It is mainly composed of keratinocytes
that become differentiated from the basal layer to the corneal layer. There are also melanocytes,
which are responsible for pigmentation of the skin. The epidermis plays an essential role in the
barrier function. It is sensitive and in direct contact with environmental particulates,
particularly those found in pollution. The underlying dermis is also highly exposed. Park et al.
exposed dermal fibroblasts to particulate pollution for 24 h, and they identified 1977 genes for
which the expression was altered. We report here the consequences of this substantial

transcriptional modification on certain cutaneous functionalities.

2.1. Loss of the barrier function of the skin

It has been shown that reconstructed human epidermis exposed long-term to tobacco smoke
undergoes histological changes. The spinous and granular layers were no longer visible, while
the thickness of the corneal layer was increased (Lecas et al. 2016). Another experiment
performed on cultured keratinocytes reported an increase in the differentiation of the cells in
response to TCDD (Kennedy et al. 2013). The development of the corneal layer at the expense
of the granular and spinous layers can be explained by acceleration of the differentiation of the
keratinocytes (Lecas et al. 2016). By contrast, the ligand FICZ is capable of decreasing the

thickness of the epidermis and of improving the transepidermal loss of water in mice with
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atopic dermatitis (Kiyomatsu-Oda et al. 2018). On the other hand, mice that specifically lack
the AhR in keratinocytes (K5AhR-KO) exhibited greater transepidermal water loss than the
wild type mice (Carvajal-Gonzalez et al. 2009). The AhR also targets the expression of
filaggrin, FLG, which is essential for the barrier function of the skin by participation in the
formation of the corneal layer. Mice lacking the AhR (AhR KO) express lower levels of genes
associated with the barrier function (Haas et al. 2016). The expression of filaggrin, occludin,
and involucrin increase following mechanical stress in healthy mice, but this increased
expression is not seen in mice lacking the AhR. The loss of AhR appears to result in less
cutaneous resistance to mechanical stress. Moreover, the expression of genes coding for
extracellular matrix anchoring proteins (collagens IV and VII) and the expression of genes
coding for proteins involved in cell-cell junctions (corneodesmosin, desmocollin-1, and
desmoglein-1) were found to be decreased in a reconstructed epidermis model after exposure
to cigarette smoke (Lecas et al. 2016). This led to a decrease in the efficacy of the epidermal
barrier by the loss of cell cohesion. The AhR is, therefore, subject to very tight regulation at
the level of the epidermis. Depending on the ligand and the context, the AhR can maintain or

change the homeostasis of the epidermis.

2.2. Modulation of the proliferative and the migratory capacities of cutaneous cells

The AhR also participates in the activation of growth factors such as EGF (epidermal growth
factor) involved in cell differentiation or proliferation. AhR KO mice exhibit faster dorsal
wound healing than normal mice, In this model, the re-epithelialization is faster due to faster
keratinocyte migration. There are more fibroblasts, and the collagen level is higher at the level
of the granulation tissue. Fibroblasts secrete high levels of active TGF-f (transforming growth
factor), which participates in enhancing wound healing (Carvajal-Gonzalez et al. 2009). This
study shows that decreasing in AhR activity could be a new potential way to treat chronic

lesions. By contrast, activation of the AhR by PAHs results in a decrease in proliferation as
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well as entry into apoptosis of keratinocytes and fibroblasts, which could participate in

impaired healing (Qiao et al. 2017).

2.3. Modulation of MMPs

Matrix metalloproteinases (MMP) induce changes in the quantity and the structure of
collagens. A model of reconstructed human skin, and Hairless -/- mice, exposed to tobacco
smoke were shown to exhibit a significant increase in MMP-1 and MMP-3 (Lecas et al. 2016).
These proteins are responsible for the degradation of type I, II, and III collagen and type IV
and V collagen, respectively. On the other hand, the expression of inhibitors of MMPs, TIMP-
1 and TIMP-3, is not altered in cutaneous tissue. Tobacco smoke and pollutants alter the
balance between the biosynthesis and the degradation of collagen. The balance tends toward

degradation of collagen in favor of the induction of MMPs.

It was recently shown that the active form of TGF-J is an essential factor in homeostasis of the
epidermis and growth of the dermis. Tobacco smoke, as well as PAHs, induce the non-
functional form of TGF-f, thereby leading to a reduction in the biosynthesis of extracellular
matrix proteins (Yin et al. 2003). Similarly, tobacco smoke can result in oxidative stress by the
induction of reactive oxygen species (ROS) in fibroblasts. ROS can then induce damage at the
level of the DNA and stimulate the production of MMPs. The AhR is a transcription factor
activated in response to pollutants, thereby giving rise to changes at the level of the skin. The
activation of these transcription factors thereby leads to oxidative biological responses such as
the formation of ROS (Lecas et al. 2016) and it can also directly activate the production of
MMP-1 and MMP-3, which are responsible for the degradation of collagen and elastin fibers

(Ono et al. 2013).
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The AhR pathway activated by the components of tobacco smoke and pollutants plays a central
role in the process of extrinsic aging as a result of pronounced alterations at the level of the

dermis.

2.4.Loss of the viscoelasticity

In vivo studies in mice and of cultured fibroblasts that have been exposed to tobacco smoke or
to atmospheric pollutants have revealed changes in the biosynthesis of type III, IV, and VII
collagens as well as elastin fibers (Kim K. E. et al. 2016). These changes translate into a
significant decrease in the matrix components in the dermis and neosynthesis of abnormal
elastin (Vierkotter et al. 2010). Such dysmorphic elastic fibers can lead to elastosis or changes
that lead to a loss of the viscoelasticity of the skin. Thus, these alterations appear to be

responsible for the formation of wrinkles and hence early extrinsic aging.

On the other hand, the damaged skin of mice exposed to tobacco smoke exhibits a higher level
of elastase than non-exposed mice. The elastic fibers are then degraded more, thereby

perturbing the plasticity of the wound (Dhall et al. 2016).

2.5. Hyperpigmentation

Recent studies have indicated that photoprotection by tanning can occur in the absence of UV
radiation. Treatment of melanocytes with oligonucleotides such as the 7-mer
pApGpTpApTpGpA is able to induce tyrosinase activity and stimulate the synthesis of melanin
in the absence of UV light (Eller and Gilchrest 2000). Other studies have shown that ligands
of'the AhR, such as dioxin or PAHs, induce the proliferation of melanocytes (Furue et al. 2014).
This mechanism can, therefore, provide scientific proof of the association between spots of
pigmentation and exposure to FPs. Similarly, the exposure of primary melanocytes cultures to
atmospheric particulates induces transcriptional expression of genes involved in the formation

of skin spots (Krutmann et al. 2014). Lastly, activation of the AhR pathway in melanocytes in
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response to pollutants induces cell proliferation and high levels of melanin synthesis, leading

to the appearance of pigment spots on the skin.

2.6. Inflammation

There AhR does not result in specific immune responses, due to the fact that the AhR is present
in several types of immune cells and because the response differs depending on the bound
ligand. The AhR can also activate the expression of pro-inflammatory or immunosuppressive
cytokines such as interleukin (IL-) 1B (IL-18) or TGF-B in keratinocytes. It has been shown
that the AhR increases the expression of a pro-inflammatory cytokine, IL-8, in keratinocytes
in a manner dependent on a response to oxidative stress induced by benzo[a]pyrene (BaP) in
cigarette smoke (Tsuji et al. 2011). Exposure of a reconstructed epidermis to cigarette smoke
induced a high degree of inflammation of the skin by the expression of IL-1a, IL-8, and I1-18
(Lecas et al. 2016). Keratinocytes treated with PAHs exhibited an increase in IL-1a and IL-18,
which are interleukins that also perturb the dermis. Co-culture of these keratinocytes with
fibroblasts revealed expression of MMP1 and COX-2 in dermal cells (Kim M. et al. 2019). In
2005, Masafumi Tauchi and their team generated transgenic mice that constitutively express
the AhR in keratinocytes, under the control of the K promoter (Tauchi et al. 2005). The receptor
is active in the complete absence of ligands, the aim, therefore, being to activate the
transcription of target genes without a chemical entity (AhR ligands). These mice exhibited
cutaneous inflammatory lesions and pronounced itching, and molecular analysis by
microarrays revealed overexpression of pro-inflammatory genes. Non-immune cells are able
to produce TNF alpha and IL-8 after activation of the Toll-like receptor 2 (TLR-2) (Hou X. X.
et al. 2019). Hou et al. showed that TCDD increases the secretion of TNF alpha and IL-8 after
induction of TLR-2. Suppression of the AhR by KO blocks the production of these pro-

inflammatory cytokines (Hou X. X. et al. 2019).
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The AhR hence plays a central role in the regulation of cutaneous inflammation, and its activation

results in skin lesions.

3. Link with cutaneous pathologies

3.1.Atopic dermatitis

Activation of the AhR by pollutants appears to be correlated with chronic inflammatory
diseases such as atopic dermatitis (AD). AD is a skin disease that occurs mainly in childhood.
It results in several clinical signs such as itching, erythema, and chronic xerosis. At the
molecular level, the barrier function of the skin is altered due to, in certain cases, a loss of
function of the gene coding for filaggrin. It was not until very recently that atmospheric
particulates have been taken into account in the development and the exacerbation of the
symptoms of AD. There is a correlation between the severity of AD in children and outdoor as
well as indoor pollution such as particles present in paint (Ahn 2014). On the other hand, the
expression of the AhR and ARNT are increased in the lesions of patients with AD relative to
healthy skin (Kim H. O. et al. 2014).

A recent study used an AhR-CA mouse model that mimics AD. The keratinocytes of these
mice constitutively express the AhR. This cytoplasmic receptor is, therefore, a key factor in
AD (Hidaka et al. 2017).

In the presence of PAHs, AhR-CA mice overexpress the gene Artemin (A4rtn), which is a target
of the AhR transcription factor, in the keratinocytes. The artemin protein (ARTN) is
upregulated in the keratinocytes and is responsible for hyperinnervation and an increase in
pruritis. The skin is, therefore, hypersensitive and the itchiness is exacerbated, in the same
study, it was shown that the AhR is activated in DA lesions in humans (Hidaka et al. 2017).
Moreover, it has been shown that in vitro exposure of human keratinocytes to pollutants leads
to increased expression of ARTN (Hidaka et al. 2017). Hu et al. have shown that the level of

AhR in the serum of AD patients is higher than that of healthy individuals. The expression of
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AhR mRNA is positively correlated with the severity of the disease as well as to the level of
IL-6 present in the serum of AD patients (Hu Y. Q. et al. 2020).

3.2. Impaired wound healing

One of the main complications of diabetic patients is a lack of substantial wound healing,
resulting in acute chronic lesions. It has been shown that smoking increases the risk of foot
amputation in diabetic patients (Liu M. et al. 2018). Cigarette smoke is a direct activator of the
AhR pathway as it contains more than 3800 components, including PAH (Ono et al. 2013). A
number of clinical and experimental studies have shown the impact of cigarette smoke on
chronic wound healing (McDaniel and Browning 2014, Sorensen et al. 2010, Xia et al. 2019).
Sorensen et al. made cutaneous excisions of smokers and non-smokers, and analysis of the
lesions revealed perturbed inflammation and a decrease in the proliferation of fibroblasts that
could participate in a delay of wound healing (Sorensen et al. 2010). Michaud ef a/. indicated
that extracts of cigarette smoke inhibited vascular endothelial growth factor (VEGF), which
perturbed the migration and the formation of capillaries formed by HUVECs (human umbilical
vascular endothelial cells) (37). These studies suggest that for diabetic patients, evaluation of
tobacco dependency and stopping smoking are key to improving chronic wound healing.
Indeed, cessation of smoking of more than three weeks preoperatively reduced impaired wound
healing after surgery (Kuri et al. 2005).

The cutaneous vascular density and blood flow are decreased with aging or pathologies such
as diabetes, or in the presence of chronic lesions, thereby increasing the expression of hypoxia-
inducible factor 1o (HIF-1a) in tissues, which allows expression of angiogenic genes. Several
studies have shown that the loss of HIF-la subunits in the endothelium leads to vascular
anomalies. Under limiting oxygen concentrations, HIF-1a is stabilized, which allows it to be
translocated to the nucleus where it binds to ARNT, like AhR. The HIF-10: ARNT heterodimer

binds to hypoxia response elements (HRE) in target genes inducible by hypoxia (Kewley et al.
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2004, Majmundar et al. 2010). It has been shown that in the presence of pollutants such as
PCB126, hypoxia significantly interferes with the functions of the AhR, which could
negatively affect CYP1A1 mRNA expression, resulting in a lower protein level and hence less
enzymatic activity (Vorrink et al. 2014). This negative interaction between the AhR and
hypoxia signaling pathways appears to depend at least in part on the availability of ARNT.
Furthermore, it has been shown that ARNT KO mice exhibit vascular and angiogenic
impairments that can contribute to impaired migration of immune cells during the first stages
of wound healing (Han Y. et al. 2014). This negative interaction has been observed in liver
(Fleming et al. 2009, Nukaya et al. 2010) and, unlike the study of Pollenz et a/. on the induction
of the AhR by TCDD, does not indicate competition for ARNT under hypoxic conditions
(Pollenz et al. 1999).

Thus, the presence of tissue hypoxia can significantly perturb the normal transcriptional
response of the AhR after exposure to PCB 126, which could ultimately affect cell metabolism
and contribute to the development of chronic lesions as a result of major cutaneous vascular
defects. Moreover, cigarette smoke has adverse effects on vascular biology, inducing
endothelial dysfunction and arterial stiffness (Celermajer et al. 1996). Cigarette smoke causes
defective angiogenesis that can be linked to a lack of VEGF (Michaud et al. 2006), a main pro-
angiogenic factor for which the expression depends on HIF-1J (Ichihara et al. 2009, Ichihara
et al. 2007). More extensive studies focused on skin and impaired wound healing in this toxic
context of pollutants are necessary to improve the understanding of these multiple interactions.

3.3._Cancer

Long-term exposure to indoor and outdoor air pollution is associated with an increased
incidence of cancer, particularly lung cancer (Pope et al. 2002). PAHs exhibit cancerogenic
properties by the formation of DNA adducts following the activation of cytochrome P450,

which leads to the formation of diol-epoxide metabolites (Szeliga and Dipple 1998).
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Matsumoto and his team have shown that repeated topical application of PAHs on the
back of AhR+/+ mice led to the formation of epidermoid carcinomas after 29 weeks, unlike
AhR-/- mice (Matsumoto et al. 2007). The formation of cutaneous tumors in the AhR+/+mice
was mediated by the expression of CYP1A1, induced by extracts of air pollution particles
(Matsumoto et al. 2007). The AhR plays a major role in the cutaneous carcinogenesis induced
by PAHs. The epithelial-mesenchymal transition (EMT) results in invasive cancers by the
formation of metastasis, and it is known that Slug is a key transcription factor in the EMT. It
inhibits the proteins required for cell-cell interaction, such as E-cadherins, and it allows cell
migration. There are several XRE regions in the Slug gene promoter, to which the AhR can
bind. Inhibition of the AhR leads to suppression of the expression of Slug (Ikuta and Kawajiri
2006). Prolonged exposure to different pollutants can lead to certain cancers becoming more

aggressive due to an increased metastatic potential.

4. Conclusion/perspectives

The AhR is subjected to extremely tight regulation. Ligands of a synthetic exogenous nature,
such as pollutants, can disrupt this balance. In a context of pollution, the AhR promotes the
generation of ROS, which cause DNA mutations. Reactive oxygen species promote the
secretion of pro-inflammatory cytokines and decrease the expression of filaggrin by the NFxB
and AP1 pathways. The proliferation of melanocytes and melanogenesis are enhanced in the
presence of pollutants. Lastly, at the level of the dermis, activation of the AhR by synthetic
exogenous ligands generates ROS and the activity of metalloproteases is increased. Fibroblasts
synthesize an abnormal form of elastin and an inactive form of TGF-f. Activation of the AhR
by pollutants also leads to the formation of cutaneous tumors and it can promote the formation

of metastasis.
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The structure and the composition of the skin are modified in the presence of pollutants. The
extracellular matrix is degraded, inflammation is increased, and pigmentation is stimulated.
These changes are directly linked with early cutaneous aging, serious forms of AD, delayed
wound healing, and the formation of cancer (Figure 2). Hidaka and their team have shown that
the Artemin gene is a target of the AhR, inducing substantial pruritis in the presence of PAH
in mice. Inhibition of Artemin reduces the symptoms of AD (Hidaka et al. 2017). In humans,
this gene is found in AD lesions, Strong activation of Arfemin in response to pollutants is,
therefore, possible. Artemin could also be a therapeutic target in AD. Interestingly, Van Den
Bogaard et al. were the first to show a beneficial therapeutic effect of activation of the AhR on
the barrier function of the skin by coal tar. The expression of filaggrin was restored in the
keratinocytes of the reconstructed epidermis of AD patients with a heterozygous mutation
(FLG™) (van den Bogaard et al. 2013). In 2020, Furue, assigned the beneficial effects of
natural or medicinal ligands of the AhR to anti-oxidant properties via activation of NRF2 in
AD patients (Furue 2020). The AhR/NRF2 pathway is, therefore, a potential therapeutic target
for AD patients.

Food items can provide flavonoids that can compete with pollutants by exerting an anti-
oxidative role (Furue et al. 2014). Haas and their team have shown that suppression of the AhR
ligands in the food of mice decreased the barrier function similar to mice lacking the AhR.
After being fed a diet enriched in I3C (indole-3-carbinol), these mice fully recovered their
barrier function (Haas et al. 2016). Recently, studies have shown that a flavonoid, eupapholin,
can attenuate the oxidative stress and inflammation induced in cultured keratinocytes by fine
particulates (Lin et al. 2016). Eupapholin appears to reduce the generation of ROS and the
activity of the MAP Kinase pathway, which is the basis for NF«kB activation (Lee C. W. et al.

2016a). Other than environmental or personal actions to reduce pollutants, one can imagine

217



counteracting the effects of pollution by a specific diet that results in high levels of natural

exogenous ligands of the AhR to limit the action of pollutants.
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Figure legends:

Figure 1. Signaling by the AhR in response to its ligand.

AhR: Aryl hydrocarbon Receptor; ARNT: Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator; XRE:
Xenobiotic Response Element; AhRR: Aryl hydrocarbon Receptor Repressor. In the cytoplasm, the AhR
binds its ligand and is then transported to the nucleus. In the nucleus, the AhR and its ligand
heterodimerize with the ARNT to bind to the XRE in promoter regions of target genes such as, for
example, cytochrome P450 1A1 (CYP1A1) (Ye et al. 2019).

Figure 2. Impact of pollution on the cutaneous functionality involving the AhR.

Pollution and cigarette smoke are composed of numerous ligands capable of activating the AhR.
Oxidative stress induced by pollution perturbs the overall balance of the skin. This results in
inflammation of the epidermis by the secretion of pro-inflammatory cytokines (1), greater trans-
epidermal water loss (2) due to the loss of intercellular junctions (3), and destabilization of the dermal-
epidermal junction (DEJ) (4). The keratinocytes of the basal layer lose their capacity for proliferation
and their differentiation is increased, thereby enhancing the supra-basal layers (5). The proliferation and
the migration of fibroblasts are altered (6), which can lead to impaired wound healing. Within the derma,
the extracellular matrix is degraded (7) by the presence of metalloproteases (MMPs) induced by the
inflamed keratinocytes in particular. However, endogenous or exogenous natural entities are capable of
counteracting the adverse effects of pollution (8).
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Figures :

Figure 1. Signaling by the AhR in response to its ligand.
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