
Figure I.1 : Evolution de lÕespŽrance de vie ˆ la naissance en Belgique entre 1890 et
2050.(Source: mention obligatoire: SPF ƒconomie- Direction gŽnŽrale Statistique et
Information Žconomique)

Figure I.2 : Pyramides des ‰ges pour la Belgique en 2005 et prŽvisions pour 2025 et
2050. (Source: U.S. Census Bureau,International Data Base)
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Figure I.3 : La sŽnescence rŽplicative lors de la culture cellulaire.Trois phases diffŽrentes
ont ŽtŽ caractŽrisŽes: mise en culture des cellules ˆ partir du tissu dÕorigine (phase I),
croissance exponentielle (phase II) ˆ la fin de laquelle les cellules arr•tent dŽfinitivement de
se diviser (sŽnescence rŽplicative) et dŽgŽnŽrescence cellulaire avant la mort (phase III). Le
nombre de sous-cultures indiquŽ est valable pour les fibroblastes de poumon fÏtal WI-38
(dÕapr•s Hayflick, 1977).



Figure I.4 : Morphotypes des fibroblastes de derme AG04431 (FS).Les fibroblastes
changent de morphologie lors des diffŽrents passages en culture. Sept morphotypes ont ŽtŽ
caractŽrisŽs: trois morphotypes mitotiques (MF I ˆ MF III) et quatre morphotypes post-
mitotiques (PMF IV ˆ PMF VII) (DÕapr•s: (Bayreuther et al., 1988)).
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Figure I.5 : Photographies de fibroblastes de derme ˆ faible nombre de passages en
culture dits jeunes (A) et ˆ nombre ŽlevŽ de passages en culture dits sŽnescents (B) apr•s
marquage histochimique permettant de mettre en Žvidence une activitŽ S-A ! -
galactosidase.Les fibroblastes sŽnescents ont une activitŽ S-A ! -galactosidase dŽtectable ˆ
pH 6 qui leur donne une coloration bleue.



Figure I.6 : Graphique reprŽsentant la proportion de cellules positives pour lÕactivitŽ S-
A ! -galactodisase (%) dans diffŽrentes conditions.Il y a une augmentation du nombre de
fibroblastes positifs pour la S-A ! -galactodisase apr•s dix stress UVB ˆ une dose sub-lŽtale de
250 mJ/cm2 (UVB) ainsi que chezdes fibroblastes sŽnescents ayant atteint environ 90% de
leur durŽe de vie prolifŽrative (Late CPDs: Late cumulative population doubling ou
doublements cumulŽsde population tardifs). La condition d0 reprŽsente le pourcentage des
cellules montrant lÕactivitŽ S-A ! -galactodisase avant les stress UVB et la condition CTL
reprŽsente des fibroblastes qui ont subi les m•mes traitements que la condition UVB sans •tre
soumis aux stress UVB(Debacq-Chainiaux et al. 2005).
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Figure I.7 : SchŽma expliquant le mŽcanisme du raccourcissement tŽlomŽrique lors de la
rŽplication de lÕADN chez les cellules somatiques normales.A chaque rŽplication, lÕADN
polymŽrase est incapable de remplacer la derni•re amorce dÕARN du brin discontinu ce qui
explique le raccourcissement progressif des tŽlom•res.
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Figure I.8 : Graphique reprŽsentant la longueur des tŽlom•res en fonction des
doublements cumulŽs de population (CPDs).Lors des passages en culture successifs, les
tŽlom•res des cellules somatiques normales raccourcissent jusquÕˆ lÕatteinte dÕune longueur
critique qui marque lÕentrŽe en sŽnescence rŽplicative et lÕarr•t du cyclecellulaire (limite de
Hayflick). Lorsque les tŽlom•res deviennent trop courts (crise), la celluleentre en apoptose et
meurt. Pour les cellules germinales etles cellules cancŽreuses, la longueur des tŽlom•res reste
constante et elles ont une durŽe de vie illimitŽe(Bryan and Cech, 1999).



Figure I.9 : Les diffŽrentes phases du cycle cellulaire.
http://www.baclesse.fr/cours/fondamentale/4-division-cellulaire/Images/Cycle_cellulaire.gif
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Figure I.10 : MŽcanismes permettant lÕarr•t du cycle cellulaire: la voie impliquant p53
et la voieimpliquant p16 ink4a. Lors de dommages ˆ lÕADN ou lorsque les tŽlom•res sont trop
courts, p53 est activŽ et dŽclenche une surexpression de p21waf1 qui inactive les complexes
cycline/CdK. En consŽquence, pRb est hypophosphorylŽe et sŽquestre E2F. Les g•nes
impliquŽs dans la transition G1/S ne sont pas exprimŽs entra”nant un arr•t du cycle cellulaire.
Une autre voie permet dÕarr•ter le cycle cellulaire: la voie impliquant p16ink4a indŽpendante du
raccourcissement tŽlomŽrique.
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Figure I.11 : ReprŽsentation schŽmatique dÕune coupe de peau humaine.La peau est un
organe divisŽ en trois parties: lÕŽpiderme, le derme et lÕhypoderme.La profondeur de
pŽnŽtration des rayonnements ultraviolets est inversŽment proportionnelle ˆ leur Žnergie
(Scharffetter-Kochanek et al., 2000).
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Figure I.12 : Photographie de peau ayant subit un vieillissement intrins•que (A) ou
extrins•que (B). Lors du vieillissement intrins•que,la peau devient fine, lisse et manque
dÕŽlasticitŽ alors que lors du vieillissement extrins•que, la peau sÕŽpaissit et prend un aspect
tannŽ. De plus, sa pigmentation devient hŽtŽrog•ne et elle est parcourue de rides profondes
(Scharffetter-Kochanek et al., 2000; Wlaschek et al., 2001).
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Figure I.13 : ReprŽsentations schŽmatiques de peau jeune ou ayant subi un
vieillissement intrins•que ou extrins•que.Lors du vieillissement intrins•que, lÕŽpiderme et
le derme sÕaffinent. Les fibres de collag•ne se rŽorganisent etlÕabondance des composants de
la MEC diminue. De plus,le nombre de fibroblastes diminue et certains prŽsentent une
morphologie sŽnescente. Lors du vieillisement extrins•que, la couche cornŽe, lÕŽpiderme et le
derme sÕŽpaississent.Au niveau cellulaire, des kŽratinocytes atypiques apparaissent et les
mŽlanocytes se distribuent de fa•on hŽtŽrog•ne ce qui provoque une pigmentation irrŽguli•re
de la peau. Au niveau du derme, la rŽorganisation de lÕŽlastine, la fibrilline, de protŽoglycanes
et de lÕacide hyaluronique provoque des perturbations fonctionnelles de cescomposants
(Wlaschek et al., 2001).
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Figure I.14 : Dommages directs ˆ lÕADN suite ˆ une exposition aux UVB.Deux types de
produits se forment: des dim•res pyrimidine-cyclobutane et des dim•res pyrimidine (6Ð4)
pyrimidone (Ichihashi et al., 2003).



Figure I.15 : ReprŽsentation schŽmatique du complexe latent du TGF-! (LLC). Le LLC
comprend le TGF-! (noir), LAP (latency associated peptide) (rouge) et LTBP (latent TGF-!
binding protein). Le TGF-! et LAP sont clivŽs ausite indiquŽ par la pointe de fl•che. LAP et
LTBP sont reliŽs par des ponts dissulfures (Lignes bleues claires). Le LLC (large latent
complex) est liŽ de fa•on covalente ˆ la matrice extracellulaire (MEC)par un lien
isopeptidique (vert) entre lÕextrŽmitŽN-terminale de LTBP et une protŽine de la MEC.
LÕautre fl•che indique une rŽgion sensible aux protŽases qui permet de dŽtachŽ le LLCde la
MEC (Annes et al., 2003).



(Figure 16) (Figure 17)

Figure I.16 : ReprŽsentation schŽmatique de la voie TGF-! /Smads.Lorsque leTGF- ! se
lie ˆ son rŽcepteur T! R-II, le rŽcepteur T! R-I est recrutŽ puis phosphorylŽ par T! R-II sur des
rŽsidus sŽrines/thrŽonines spŽcifiques. T! R-I activŽ propage le signal dans la cellule en
phosphorylant Smad2 et Smad3 qui peuvent •tre prŽsentŽs ˆ T! R-I par SARA. Smad2 et
Smad3 forment des complexes hŽtŽrotrimŽriques ou dimŽriques avec Smad4. Une fois dans le
noyau, le complexe peut rŽguler la transcription de g•nes en sÕassociant avec des facteurs de
transcription. Les complexes Smad7/Smurf1 ou Smurf2 dŽclenchent la fin de la transduction
du signal en polyubiquitinant les rŽcepteurs activŽs qui seront alors dŽgradŽs. (TF:
Transcription factor)(ten Dijke and Hill 2004).

Figure I.17 : Mod•les des syst•mes de navette entre le cytoplasme et le noyau pour les
Smads. Les Smads font la navette entre le noyau et le cytoplasme ˆ la fois chez les cellules
non stimulŽes auTGF-! (en tant que monom•res) et chez les cellules stimulŽes (en tant que
complexes). Lorsque la voie duTGF-! est activŽe, Smad2 et Smad3, prŽsentŽs aux rŽcepteurs
par SARA, sont activŽs par phosphorylation et forment un complexe avec Smad4. Les Smads
font continuellement la navette entre le noyau et le cytoplasme, fournissant un mŽcanisme par
lequel des acteurs intracellulaires peuvent moduler lÕactivitŽ des rŽcepteurs. LÕimportation et
lÕexportation des R-Smads se dŽroulent gr‰ces aux nuclŽoporines. LÕexportation de Smad4 est
mŽdiŽe par CRM1 alors que lÕexportation de Smad2 et Smad3 sembledŽpendante de lÕATP
suggŽrant la prŽsence dÕun transport actif via des rŽcepteurs(ten Dijke and Hill, 2004).



Figure I.18 : ReprŽsentation schŽmatique des cascades de MAPKs. La famille des
MAPKs est divisŽe en trois sous-familles: les ERK1 et ERK2 (Extracellular Signal-regulated
Kinases), les SAP kinases (Stress-Activated Protein kinases) connues comme JNK1, JNK2 et
JNK3 (c-Jun N-terminal kinase) et les p38/MAPKs (! , " , # et $). ERK5, un autre membre de
la famille des MAPKs, n'a pas ŽtŽ montrŽ comme pouvant •tre activŽ par le TGF-! ou
interfŽrer avec la voie des Smads.
L'activation des voies MAPKs se fait de fa•on sŽquentielle. Tout d'abord,suite ˆ une
stimulation pardes cytokines ou des facteurs de croissance, desrŽcepteurs ˆ activitŽ tyrosine
kinasesou des rŽcepteurs couplŽs ˆ des protŽines G associŽs ˆ la membrane activent des
MAPK kinase kinase (MAPKKK). Les MAPKKK activent des MAPKK (MAPK kinase)
menant ˆ l'activation par phosphorylation de MAPKs qui pourront alors phosphoryler toute
une sŽrie de facteurs de transcriptions(Pour une revue:(Javelaud and Mauviel, 2005)).



Figure I.19 : Voie de transduction du signal permettant lÕapparition des biomarqueurs
de la sŽnescence apr•s un stress ˆ lÕH2O2 induisant la sŽnescence prŽmaturŽe des
fibroblastes humains.Suite au stress, p38MAPK est activŽe en deux temps. Tout dÕabord, le
stress active p38MAPK en induisant sa phosphorylation. LÕactivation de p38MAPK va entrainer la
phosphorylation du facteur de transcription ATF-2 qui est ainsi activŽ. ATF-2 actif va
provoquer lÕarr•t du cycle cellulaire et la surexpression du TGF-! 1. La sŽcrŽtion du TGF-! 1
va engendrer la deuxi•me phase dÕactivation de p38MAPK qui semble indispensable pour
lÕapparition des biomarqueurs de la sŽnescence. Ce mŽcanisme nŽcessite une interaction entre
ATF-2 et pRb hypophosphorylŽe (dÕapr•s Frippiatet al., 2001 et 2002).
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Figure I.20 : Les diffŽrentes voies de transduction du signal et rŽponses cellulaires
induites par les rayonnements ultraviolets. (Rittie and Fisher, 2002)



Tableau 1: MatŽriel et solutions utilisŽs pour la culture de fibroblastes

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
Fibroblastes de peauhumains
AG04431

Coriell institute for
medical research, USA

BME (Basal Medium Eagle) Gibco, Invitrogen, USA
Trypsine Gibco, Invitrogen, USA
L-Glutamine (2 mM) Sigma, USA
SŽrum de veau fÏtal (FBS) Gibco, Invitrogen, USA
Bo”tes de culture stŽrilesde 75
cm2 (T75) et de 25 cm2 (T25)

Corning, USA

Phosphate Buffer Saline (PBS)NaCl 150 mM, phosphate 10
mM ˆ pH 7,4

Cambrex, Belgium

MŽlangede congŽlation 20% de sŽrum de veaufÏtal
70% de BME
10% de DMSO
(dimŽtylsulfoxyde) en tant que
cryoprotecteur

Merck, Germany
Merck, Germany
Merck, Germany

Centrifugeuse Labofuge 400R Heraeus, Germany



Tableau 2:MatŽriel et solutions pour la stimulation au TGF-" 1.

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
Tampon phosphate salin(PBS) NaCl 150 mM, phosphate 10

mM ˆ pH 7,4
Cambrex,Belgium

TGF-" 1 TGF-" 1, concentration stock:
1 µg/ml

R&D, USA

BME (Basal Medium Eagle) Invitrogen, USA
SŽrum de veau fÏtal (FBS,
fÏtal calf serum)

Invitrogen, USA

Tableau 3:MatŽriel et solutions pour les stress UVB etlÕutilisation de siRNA.

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
Tampon phosphate salin(PBS) NaCl 150 mM, phosphate

10 mM ˆ pH 7,4
Cambrex,Belgium

NŽonsUVB TL 20 W/01, longueur
dÕonde 312 nm

Philips, The Netherland

Radiom•tre et capteur UVB Bioblock Scientific,
Belgium

BME (Basal Medium Eagle) Gibco, Invitrogen, USA
SŽrum de veau fÏtal (FBS) Invitrogen,USA
siRNA :

- MMP-2

- Contr™le nŽgatif (CTL-)

Concentration stock:
20 " M

100" M

SMARTpool Dharmacon,
USA
Eurogentec, Belgium

Agent transfectant, Dharmafect Dharmacon, USA

Figure II.1 : Mod•le in vitro de sŽnescence induite prŽmaturŽment par des stress UVB.
Les cellules sont exposŽes ˆ une dose sub-lŽtale de 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de
deux stress par jour. Apr•s 72 heures de rŽcupŽration, les biomarqueurs de la sŽnescence
peuvent •tre mis en Žvidence et une Žtude de la rŽponse ˆ long terme des cellules exposŽes
aux UVB peut •tre effectuŽe. (Debacq-Chainiaux et al. 2005)
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Tableau 4: MatŽriel et solutions pourla dŽtection de lÕactivitŽ! -galactosidase associŽe
ˆ la sŽnescence.

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
Solution de fixation FormaldŽhyde 2%

GlutaraldŽhyde 0,2%
PBS 10 mM, NaCl 0,9%, pH 7,4

Belgolabo, Belgium
Fluka, Netherlands

Tampon
hydrogŽnophosphate de
sodium pH 6 (pour 100
ml)

87,7ml NaH2PO4 0,1 M (= 13,79 g/l)
12,3 ml Na2HPO4 0,1 M (= 17,79 g/l)

Merck, Germany

Merck, Germany

Solution de coloration
fra”chement prŽparŽe
(pour 20 ml)

4 ml de tamponhydrogŽnophosphate de
sodium pH 6
1 ml de Ferrocyanure de potassium 5 mM
1 ml de Ferricyanure de potassium 5 mM
1,2 ml dÕune solution de NaCl 5 M
40 " l dÕune solution 1 M de MgCl2

11,76 ml dÕeau distillŽe
1 ml dÕune solution de x-gal (20 mg/ml
diluŽ dans du N,N,dimŽthylformamide)

Merck, Germany
Merck, Germany
Merck, Germany
Merck, Germany

Eurogentec, Belgium
Janssen Chimica, Belgium

Tableau 5:MatŽriel et solutions pour lÕextraction protŽique.

- MatŽriel et solutions pour lÕextraction totale des protŽines

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
Tampon phosphate salin(PBS) NaCl 150 mM, phosphate 10

mM ˆ pH 7,4
NaCl : Merck, Germany

R‰teau stŽrile TRP, Switzerland
Tampon de lyse Tris pH 7,4: 10mM

NaCl: 100 mM
Glycerol: 10%
NP-40: 1%
SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate): 0,1 %
DOC (deoxycolate): 0,5%

Merck, Germany
Pierce, USA
Merck,Germany
Applied Biosystems, USA

Pierce, USA
PIB Na3VO4: 1M

PNPP: 1M
" -glycŽro-P: 1M
NaF: 1M
Eau distillŽe

Merck, Germany
Sigma, USA
Sigma, USA
Merck, Germany

DTT (dithiotrŽitol) 1 M Applied Biosystems, USA
PIC Complete, Germany
Tampon de lyse complet Tampon de lyse

+ DTT (dithiotrŽitol) 1 M
(1 " l/ml de tampon)
+ PIC (40" l/ml de tampon)
+ PIB (40" l/ml de tampon)

Invitrogen,USA



- MatŽriel et solutions pour lÕextractiondes protŽinesnuclŽaires

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
Tamponde lyse stock Hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid) 10
mM
KCL 10 mM
EDTA (ethylenediamine
tetraacetic acid) 0,1 mM
EGTA (ethyleneglycol-bis (2-
aminoethylether)-N, N, NÕ, NÕ
tetraacetic acid) 0,1 mM
NP-40 (NonidetP40) 0,5%

Acros, USA

Merck, Germany
Merck, Germany

Merck, Germany

Merck, Germany
Tampon phosphate salin
(PBS)

NaCl 150 mM, phosphate 10 mM
ˆ pH 7,4

NaCl : Merck, Germany

Tampon de lyse complet 1 ml de Tampon de lyse stock
40 " l de PIC
1 " l de DTT (1,4-dithiotreitol) 1M

Complete, Germany
Invitrogen,USA

HomogŽnŽisateur de
Dounce (A)

Kontes, USA

Centrifugeuse ˆ 4¡C Eppendorf Centrifuge
5415R, Germany

Sonicateur FB15046 Fisher Scientific, USA

Tableau 6:MatŽriel et solutions pour le dosage protŽique par la mŽthode de Bradford.

MatŽriel et solutions RŽfŽrences
Solution de Bradford Bio-Rad Protein: Assay Biorad, Germany
ƒtalon BSA BSA (albumine de sŽrum de boeuf) 2 " g/" l,

Merck, Germany
Spectrophotom•tre Ultrospec 2100 pro, USA



Tableau 7:MatŽriel et solutions pour le Western blot.

- MatŽriel et solutions pour lÕŽlectrophor•se

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
Running gel Tris-HCl 1,5 M pH 8,8

SDS 0,4%
Acrylamide/Bisacrylamide 30%
Eau
Temed

APS 1% (Amonium persulfate)

Merck , Germany
MP Biomedicals, France
Bio-Rad, USA

Plus OnePharmacia
Biotech
Plus OnePharmacia
Biotech

Stacking gel Tris-HCl 0,5 M pH 6,8
SDS 0,4%
Acrylamide/Bisacrylamide 30%
Eau
Temed

APS 1% (Amonium persulfate)

Merck , Germany
MP Biomedicals, France
Bio-Rad, USA

Plus OnePharmacia
Biotech
Plus OnePharmacia
Biotech

Marqueur de poids
molŽculaire

See blue Invitrogen
Invitrogen Corporation,
USA

Bleu de charge concentrŽ 5
fois

10 ml de Tris 0,5 M pH 6,8
10 ml de SDS 20%
10 ml de glycŽrol
5 ml de §-mercaptoŽtanol
17,5 mg de Bleu de bromophŽnol

Merck, Germany
Applied Biosystems, USA
Merck, Germany
Fluka, Germany
Merck, Germany

Tampon dÕŽlectrophor•se
pH (8,3Ð8,4)

Tris-HCl 25 mM
Glycine 192 M
SDS 0,1%

Merck, Germany
Merck , Germany
MP Biomedicals, France

Cuves Mini VE Amersham, UK
Cuves SE 600 Ruby Amersham, UK

- MatŽriel et solutions pourle transfert

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
Membrane polyvinylidi•ne
difluoride

Amersham, UK

Tampon de transfert (5l) Tris Hcl 20 mM
Glycine 145 mM
MŽthanol

Merck,germany
Merck, Germany
Acros Organics, USA



- MatŽriel et solutions pourle blocking etle traitement de la membrane

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
TBS (Tris Buffer Saline)
concentrŽ 1 fois ˆ pH 7.5
Tween 0.1%

TBS 10x ˆ diluer pour 1l:
Tris-HCl 24.22 g
NaCl 80.06 g
Eau distillŽe800 ml,porter ˆ
pH 7.4puis porter ˆ 1l avec de
lÕeau distillŽe

TBS 1xTween 0.1% pour 1l:
100 ml TBS (10x)
1 ml de Tween 20
Porter ˆ 1l avec de lÕeau

Merck, Germany

Tween 20: Sigma,
Germany

ECL (Enhanced Chemo
Luminescence)AdvanceTM

blocking agent

GE Halthcare
Amersham, UK

- Liste des anticorps secondairesutilisŽs

IgG RŽfŽrences
Anticorps secondaire de singe
anti-IgG de lapin (NA934-1ml)

Amersham Pharmacia Biotechnology, UK

Anticorps secondaire de mouton
anti-IgG de souris (NA931-1ml)

Amersham Pharmacia Biotechnology, UK

- MatŽriel et solutions pourla rŽvŽlation

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
Solution de rŽvŽlation:
LumigenTM TMA-6

Solution A
Solution B

GE Halthcare
Amersham, UK

Cassette Amersham, UK
Films autoradiographiques Amersham, UK
Solution de rŽvŽlation Ilford 200 RT, Ilford, UK
Solution de fixation Ilford 200 RT, Ilford, UK
Logiciels LabeScan v2003.01, Amersham Biosciences, UK

ImageQuant TL v2003.03, Amersham Biosciences, UK



- Liste des anticorps primaires utilisŽs:

ProtŽine cible Poids
molŽculaire

(kDa)

Dilution
WB

Dilution
IF

Type RŽfŽrences Usage

Smad 2 (86F7) 60 1000 400 Lapin
Monoclonale

Cell signaling,
USA
#3122

WB,
IF

Phospho-Smad 2
(Ser465/467)

60 1000 400 Lapin
Polyclonale

Cell signaling,
USA
#3101

WB,
IF

Smad 4 70 1000 400 Lapin
Polyclonale

Cell signaling,
USA
#9515

WB,
IF

Smad 3 52, 60 1000 400 Lapin
Polyclonale

Cell signaling,
USA
#9513

WB,
IF

Phospho-Smad 3 60 1000 400 Lapin
Polyclonale

Cell signaling,
USA
#9514

WB,
IF

Phospho-p38 MAPK
(Thr180/Tyr182) (3D7)

43 1000 Lapin
Monoclonale

Cell signaling,
USA
#9211

WB

p38# MAP Kinase 43 1000 Lapin
Polyclonale

Cell signaling,
USA
#9218

WB

Phospho-p44/42 MAP
Kinase (Thr202/Tyr204)

42, 44 1000 Lapin
Polyclonale

Cell signaling,
USA
#9101

WB

p44/42 MAP Kinase 42, 44 1000 Lapin
Polyclonale

Cell signaling,
USA
#9102

WB

Phospho-SAPK/JNK
(Thr183/Tyr185)

46, 54 1000 Lapin
Polyclonale

Cell signaling,
USA
#9251

WB

SAPK/JNK 46, 54 1000 Lapin
Polyclonale

Cell signaling,
USA
#9252

WB

#-Tubuline humaine 55 50.000 Souris
Monoclonal

Sigma, USA
#T5168

WB

TFIID (TBP) (N-12) 36 1000 Lapin
Polyclonale

Santa Cruz,
Germany
Sc-204

WB

TGF-" 1 50 Souris
Monoclonale

R&D systems,
USA

MAB240

IF

LAP 10 Ch•vre
Polyclonale

R&D systems,
USA

AF246NA

IF

MMP-2 72 200 Souris
Monoclonal

Santa Cruz,
Germany
Sc-13594

IF

AbrŽviations: WB = Western Blotting; IF = Immunofluorescence



Tableau 8:MatŽriel et solutions utilisŽs pour lÕimmunofluorescence.

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
Tampon phosphate salin(PBS) NaCl 150 mM,

phosphate 10
mM ˆ pH 7,4

NaCl : Merck, Germany

BSA (albumine de sŽrum de boeuf) 3 % PAA Laboratories
GmbH, Autriche

Triton X-1000,3% Sigma, Germany
PFA (paraformaldŽhyde)4 % Merck, Germany
Anticorps primaires Voir tableaux ci-dessus
Anticorps secondaire de ch•vre anti-IgG de
lapin couplŽ ˆ uneAlexa 488 nm
(Dilution : 1000 fois)

Molecular Probes, USA

Anticorps secondaire de ch•vre anti-IgG de
souris couplŽ ˆ une Alexa 488 nm
(Dilution : 1000 fois)

Molecular Probes, USA

Anticorps secondaire de ch•vre anti-IgG de
souris couplŽ ˆ une Alexa 568 nm
(Dilution : 1000 fois)

Molecular Probes, USA

Anticorps secondaire de singe anti-IgG de
ch•vre couplŽ ˆ une Alexa 488 nm
(Dilution : 1000 fois)

Molecular Probes, USA

To-pro-3 Molecular Probes, USA
Solution de RNase ICN, USA
Mowiol Sigma, Germany
Plaque 24 puits Costar, USA
Lamelles couvre-objets de 13 mm de
diam•tre

VWR international,
Belgique

Lames porte-objets de 2,6 x 7,6 cm VWR international,
Belgique

Tableau 9:MatŽriel et solutions utilisŽs pour lÕextraction dÕARN

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
Kit extraction ARN total
RNAgents

RNAgents Denaturing Solution
AcŽtate de sodium 2 M pH 4
Phenolchlorophorme:isoamyl
alcohol (25:24 :1, pH 4,7)
Isopropanol
Eau RNAse-Free

Promega, USA

Ethanol 75% RNAse-Free Merck, Germany
SDS (Sodium DodŽcyl
Sulfate) 0,1 %

Applied Biosystems,
USA

Spectrophotom•tre Ultrospec 2100 pro, USA



Tableau 10:MatŽriel et solutions utilisŽs pour la transcription inverse

MatŽriel et solutions RŽfŽrences
RNAsine Ribonuclease Inhibitor Promega, USA
Ribonuclease H Invitrogen, USA

Oligo(dT) (12-18) Primer Gibco BRL
Invitrogen, USA

dNTP set Eurogentec, Belgium
Superscript II reverse transcriptase Invitrogen, USA
DTT 0,1 M Invitrogen, USA
Buffer 5x Invitrogen, USA

Tableau 11:MatŽriel etsolutions pour la real time PCR

MatŽriel et solutions Composition RŽfŽrences
SYBR Green PCR Master
Mix

Applied
Biosystems,
USA

Plaque 96 puits Applied
Biosystems,
USA

Amorces Sens et Antisens:
- ApolipoprotŽine J

(apo J)

- OstŽonectine

- Fibronectine

- p21waf-1

- TGF-! 1

- MMP-2

- GAPDH

- CTGF

Sens: GGATGAAGGACCAGTGTGACAAG
Antisens:CAGCGACCTGGAGGGATTC

Sens: GAGACCTGTGACCTGGACAATG
Antisens:GGAAGGAGTGGATTTAGATCACAAGA

Sens: TGTGGTTGCCTTGCACGAT
Antisens:GCTTGTGGGTGTGACCTGAGT

Sens:CTGGAGACTCTCAGGGTCGAA
Antisens:CCAGGACTGCAGGCTTCCT

Sens: AGGGCTACCATGCCAACTTCT
Antisens:CCGGGTTATGCTGGTTGTACA

Sens: ATCGCAGATGCCTGGAATG
Antisens:CTTTGGTTCTCCAGCTTCAGGTAAT

Sens:ACCCACTCCTCCACCTTTGAC
Antisens:GTCCACCACCCTGTTGCTGTA

Sens: CAAGCTGCCCGGGAAAT
Antisens:GGACCAGGCAGTTGGCTCTA

7900HT Fast Real-Time
PCR system

Applied
Biosystems,
USA



CTL UVB

Figure III.1 : DŽtection de lÕactivitŽ! -galactosidase associŽe ˆ la sŽnescence par marquage
histochimique chez des fibroblastes apr•s 10 expositions sub-lŽtales aux UVB ou chez des
fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UVB). Le marquage histochimique a ŽtŽ effectuŽ 72 heures apr•s la derni•re exposition.
Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕontpas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les m•mes conditions de culture.
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Figure III.2 : Proportions de cellules positives pour lÕactivitŽS-A ! -galactosidase(%) chez
des fibroblastes apr•s 10 expositions sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non
exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UVB). Le marquage histochimique a ŽtŽ effectuŽ 72 heures apr•s la derni•re exposition.
Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕontpas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les m•mes conditions de culture.
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Figure III.3: Niveau relatif en ARNm de lÕapoJ, lÕostŽonectine, la fibronectine, du CTGF, de
MMP-2, de p21waf-1 et du TGF-! 1 chez des fibroblastes apr•s 10 expositions sub-lŽtales aux
UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UVB). LÕextraction dÕARN a ŽtŽ effectuŽe 72 heures apr•s la derni•re exposition. Les
ADNc ont ŽtŽ rŽtrotranscrits ˆ partir de lÕARN total puis amplifiŽs par RT-PCR en temps rŽel utilisant des
amorces spŽcifiques des g•nesapoJ, ostŽonectine, fibronectine, CTGF, MMP-2, p21waf-1 et TGF-! 1. Les cellules
Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les m•mes conditions de culture.
LÕabondance de lÕARNm de la GAPDH a ŽtŽ utilisŽe comme abondance de rŽfŽrence.

CTL TGF

Figure III.4 : DŽtection de lÕactivitŽ! -galactosidase associŽe ˆ la sŽnescence par marquage
histochimique chez des fibroblastes stimulŽs avec du TGF-! 1 ou chez des fibroblastes non
stimulŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ stimulŽspendant 3 jours ˆ raison dÕune stimulation par jour avec 5 ng/ml de
TGF-" 1 (TGF). Le marquage histochimique a ŽtŽ effectuŽ 72 heures apr•s la derni•re exposition.Les cellules
Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ stimulŽes avec du TGF-! 1 mais ont subi les m•mes conditions de culture.



Figure III.5 : Proportions de cellules positives pour lÕactivitŽ S-A! -galactosidase (%) chez
des fibroblastes stimulŽs avec du TGF-! 1 ou chez des fibroblastes non stimulŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ stimulŽs pendant 3 jours ˆ raison dÕune stimulation par jour avec 5 ng/ml de
TGF-! 1 (TGF). Le marquage histochimique a ŽtŽ effectuŽ 72 heures apr•s la derni•re stimulation. Les cellules
Ç contr™les È (CTL/TGF) nÕont pas ŽtŽ stimulŽes avec du TGF-! 1 mais ont subi les m•mes conditions de culture.

Figure III.6: Niveau relatif en ARNm de lÕapoJ, lÕostŽonectine, la fibronectine, du CTGF, de
MMP-2, de p21waf-1 et du TGF-! 1 chez des fibroblastes stimulŽs avec du TGF-! 1 ou chez des
fibroblastes non stimulŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ stimulŽs pendant 3 jours ˆ raison dÕune stimulation par jour avec 5 ng/ml de
TGF-! 1 (TGF). LÕextraction dÕARN a ŽtŽ effectuŽe 72 heures apr•s la derni•re stimulation. Les ADNc ont ŽtŽ
rŽtrotranscrits ˆ partir de lÕARN total puis amplifiŽs par RT-PCR en temps rŽel utilisant des amorces spŽcifiques
des g•nesapoJ, ostŽonectine, fibronectine, CTGF, MMP-2, p21waf-1 et TGF-! 1. Les cellules Ç contr™les È
(CTL/TGF) nÕont pas ŽtŽ stimulŽes avec du TGF-! 1 mais ont subi les m•mes conditions de culture. LÕabondance
de lÕARNm de la GAPDH a ŽtŽ utilisŽe comme abondance de rŽfŽrence.



Figure III.7 : Analyse par Western blot du profil dÕabondance de Smad2 (Smad2) et de sa
formephosphorylŽe (Smad2-P) au cours du temps chez des fibroblastes apr•s 10 expositions
sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. Les extractions protŽiques totales ont ŽtŽ rŽalisŽes ˆ 2 heures, 24 heures, 48 heures
ou 72 heures apr•s la derni•re exposition. Un Western blot a ŽtŽ rŽalisŽ ˆ partir de 9" g de protŽines pour
dŽtecter Smad2 et sa forme phosphorylŽe. LÕ#-tubulineest utilisŽe comme contr™le de charge afin de vŽrifier
quÕune quantitŽ similaire de protŽines ait ŽtŽ chargŽe danschaque puits.La derni•re piste correspond ˆ la
stimulation avec du TGF-! 1 (5 ng/ml) (TGF), constituant un contr™le positifde la voie de signalisation
dŽpendante duTGF-! 1. Les cellules Çcontr™lesÈ de cette stimulation sont reprŽsentŽes par CTL.

Figure III.8 : Analyse par Western blot du profil dÕabondance de Smad4 au cours du temps
chez des fibroblastes apr•s 10 expositions sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non
exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dose sub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. Les extractions protŽiques totales ont ŽtŽ rŽalisŽes ˆ 2 heures, 24 heures, 48 heures
ou 72 heures apr•s la derni•re exposition. Un Western blot a ŽtŽ rŽalisŽ ˆ partir de 15" g de protŽines pour
dŽtecter Smad4. LÕ#-tubulineest utilisŽe comme contr™le de charge afin de vŽrifier quÕune quantitŽ similaire de
protŽines ait ŽtŽ chargŽe dans chaque puits. La derni•re piste correspond ˆ la stimulation avec du TGF-! 1 (5
ng/ml) (TGF), constituant un contr™le positifde la voie de signalisation dŽpendante duTGF-! 1. Les cellules
Çcontr™lesÈ de cette stimulation sont reprŽsentŽes par CTL.
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Figure III.9a : Analyse par Western blot du profil dÕabondance de Smad2 (Smad2) et de sa
forme phosphorylŽe (Smad2-P) chez des fibroblastes stimulŽs avec du TGF-! 1 (TGF) ou chez
des fibroblastes non stimulŽs (CTL).
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ stimulŽspendant 3 jours ˆ raison dÕune stimulation par jour avec 5 ng/ml de
TGF-! 1 (TGF). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ stimulŽes avec du TGF-! 1 mais ont subi les
m•mes conditions de culture. LÕextraction des protŽines nuclŽaires et cytoplasmiques a ŽtŽ effectuŽe 72 heures
apr•s la derni•re stimulation. Un Western blot a ŽtŽ rŽalisŽˆ partir de 15" g de protŽines pour dŽtecter Smad2 et
sa forme phosphorylŽe. LÕ#-tubulineest utilisŽe comme contr™le de charge dans le cytoplasme afin de vŽrifier
quÕune quantitŽ similaire de protŽines ait ŽtŽ chargŽe danschaque puits. Dans le noyau, le contr™le de charge est
TBP.

Figure III.9b : Analyse par Western blot du profil dÕabondance de Smad3 (Smad3) et de sa
forme phosphorylŽe (Smad3-P) chez des fibroblastes stimulŽs avec du TGF-! 1 (TGF) ou chez
des fibroblastes non stimulŽs (CTL).
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ stimulŽspendant 3 jours ˆ raison dÕune stimulation par jour avec 5 ng/ml de
TGF-! 1 (TGF). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ stimulŽes avec du TGF-! 1 mais ont subi les
m•mes conditions de culture. LÕextraction des protŽines nuclŽaires et cytoplasmiques a ŽtŽ effectuŽe 72 heures
apr•s la derni•re stimulation. Un Western blot a ŽtŽ rŽalisŽˆ partir de 15" g de protŽines pour dŽtecter Smad3 et
sa forme phosphorylŽe. LÕ#-tubulineest utilisŽe comme contr™le de charge dans le cytoplasme afin de vŽrifier
quÕune quantitŽ similaire de protŽines ait ŽtŽ chargŽe danschaque puits. Dans le noyau, le contr™le de charge est
TBP.
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Figure III.9c : Analyse par Western blot du profil dÕabondance de Smad4 chez des
fibroblastes stimulŽs avec du TGF-! 1 (TGF) ou chez des fibroblastes non stimulŽs (CTL).
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ stimulŽspendant 3 jours ˆ raison dÕune stimulation par jour avec 5 ng/ml de
TGF-! 1 (TGF). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ stimulŽes avec du TGF-! 1 mais ont subi les
m•mes conditions de culture. LÕextraction des protŽines nuclŽaires et cytoplasmiques a ŽtŽ effectuŽe 72 heures
apr•s la derni•re stimulation. Un Western blot a ŽtŽ rŽalisŽˆ partir de 15" g de protŽines pour dŽtecter Smad4.
LÕ#-tubulineest utilisŽe comme contr™le de charge dans le cytoplasme afin de vŽrifier quÕune quantitŽ similaire
de protŽines ait ŽtŽ chargŽe dans chaque puits. Dans le noyau, le contr™le de charge est TBP.
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Figure III.1 0: Analyse par Western blot du profil dÕabondance de Smad2 (Smad2) et de sa
forme phosphorylŽe (Smad2-P) au cours du temps chez des fibroblastes apr•s 10 expositions
sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽexposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. LÕextraction des protŽines nuclŽaires etcytoplasmiques a ŽtŽ effectuŽe ˆ 1 heure, 2
heures, 24 heures, 48 heures ou 72 heures apr•s la derni•re exposition. Un Western blot a ŽtŽ rŽalisŽ ˆ partir de
15 " g de protŽines pour le cytoplasme et 10" g pour le noyau afin de dŽtecter Smad2 et sa forme phosphorylŽe.
LÕ#-tubulineest utilisŽe comme contr™le de charge dans le cytoplasme afin de vŽrifier quÕune quantitŽ similaire
de protŽines ait ŽtŽ chargŽe dans chaque puits. Dans le noyau, le contr™le de charge est TBP. Les pistes (TGF)
correspondent ˆ la stimulation avec du TGF-! 1 (5 ng/ml), constituant un contr™le positifde la voie de
signalisation dŽpendante duTGF-! 1. Les cellules Çcontr™lesÈ de cette stimulation sont reprŽsentŽes par CTL.
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Figure III.11: Analyse par Western blot du profil dÕabondance de Smad3 (Smad3) et de sa
forme phosphorylŽe (Smad3-P) au cours du temps chez des fibroblastes apr•s 10 expositions
sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. LÕextraction des protŽines nuclŽaires et cytoplasmiques a ŽtŽeffectuŽe ˆ 1 heure, 2
heures, 24 heures, 48 heures ou 72 heures apr•s la derni•re exposition. Un Western blot a ŽtŽ rŽalisŽ ˆ partir de
15 " g de protŽines pour le cytoplasme et 10" g pour le noyau afin de dŽtecter Smad3 et sa forme phosphorylŽe.
LÕ#-tubuline est utilisŽe comme contr™le de charge dans le cytoplasme afin de vŽrifier quÕune quantitŽ similaire
de protŽines ait ŽtŽ chargŽe dans chaque puits. Dans le noyau, le contr™le de charge est TBP. Les pistes (TGF)
correspondent ˆ la stimulation avec du TGF-! 1 (5 ng/ml), constituant un contr™le positifde la voie de
signalisation dŽpendante duTGF-! 1. Les cellules Çcontr™lesÈ de cette stimulation sont reprŽsentŽes par CTL.
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Figure III.12: Analyse par Westernblot du profil dÕabondance de Smad4 (Smad4) au cours
du temps chez des fibroblastes apr•s 10 expositions sub-lŽtales aux UVB ou chez des
fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jourŝ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. LÕextraction des protŽines nuclŽaires et cytoplasmiques a ŽtŽ effectuŽe ˆ 1 heure, 2
heures, 24 heures, 48 heures ou 72 heures apr•s la derni•re exposition. Un Western blot a ŽtŽ rŽalisŽ ˆ partir de
15 " g de protŽines pour le cytoplasme et 10" g pour le noyau afin de dŽtecter Smad4. LÕ#-tubulineest utilisŽe
comme contr™le de charge dans le cytoplasme afin de vŽrifier quÕune quantitŽ similaire de protŽines ait ŽtŽ
chargŽe dans chaque puits. Dans le noyau, le contr™le de charge est TBP. Les pistes (TGF) correspondent ˆ la
stimulation avec du TGF-! 1 (5 ng/ml), constituant un contr™le positifde la voie de signalisation dŽpendante du
TGF-! 1. Les cellules Çcontr™lesÈ de cette stimulation sont reprŽsentŽes par CTL.
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Figure III.13a : Analyse par immunofluorescence du profil dÕabondance et de la localisation
cellulaire de Smad2 (Smad2) et de sa forme phosphorylŽe (Smad2-P) chez des fibroblastes
stimulŽs avec du TGF-! 1 ou chez des fibroblastes non stimulŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ stimulŽspendant 3 jours ˆ raison dÕune stimulation par jour avec 5 ng/ml de
TGF-! 1 (TGF). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL) nÕont pas ŽtŽ stimulŽes avec du TGF-! 1 mais ont subi les
m•mes conditions de culture. La localisation cellulaire est ŽtudiŽe ˆ 72 heures apr•s la derni•re stimulation.Les
cellules sont repiquŽes ˆ une densitŽ de 15.000 cellules par puitsla veille dumarquageen immunofluorescence.
Le lendemain, les cellulessont fixŽes par leparaformaldŽhyde 4%puis permŽabilisŽe par le triton X-1000,3%.
Smad2 et Smad2-P sont mis en Žvidence gr‰ce ˆ lÕutilisation dÕanticorps spŽcifiques eux-m•mes marquŽs par un
anticorps couplŽ ˆ un fluorochrome Žmettant dans le vert. Les images sont visualisŽes par microscopie confocale.
Les noyaux colorŽs au TO-PRO3 apparaissent en bleu.



Figure III.13b : Analyse par immunofluorescence du profil dÕabondance et de la localisation
cellulaire de Smad3 (Smad3) et de sa forme phosphorylŽe (Smad3-P) chez des fibroblastes
stimulŽs avec du TGF-! 1 ou chez des fibroblastes non stimulŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ stimulŽspendant 3 jours ˆ raison dÕune stimulation par jour avec5 ng/ml de
TGF-! 1 (TGF). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ stimulŽes avec du TGF-! 1 mais ont subi les
m•mes conditions de culture. La localisation cellulaire est ŽtudiŽe ˆ 72 heures apr•s la derni•re stimulation.Les
cellules sont repiquŽesûne densitŽ de 15.000 cellules par puitsla veille du marquageen immunofluorescence.
Le lendemain, les cellulessont fixŽes par leparaformaldŽhyde 4%puis permŽabilisŽe par le triton X-1000,3%.
Smad3 et Smad3-P sont mis en Žvidence gr‰ce ˆ lÕutilisation dÕanticorps spŽcifiques eux-m•mes marquŽs par un
anticorps couplŽ ˆ un fluorochrome Žmettant dans le vert. Les images sont visualisŽes par microscopie confocale.
Les noyaux colorŽs au TO-PRO3 apparaissent en bleu.



Figure III.13c : Analyse par immunofluorescence du profil dÕabondance et de la localisation
cellulaire de Smad4 (Smad4) chez des fibroblastes stimulŽs avec du TGF-! 1 ou chez des
fibroblastes non stimulŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ stimulŽspendant 3 jours ˆ raison dÕunestimulation par jour avec 5 ng/ml de
TGF-! 1 (TGF). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ stimulŽes avec du TGF-! 1 mais ont subi les
m•mes conditions de culture. La localisation cellulaire est ŽtudiŽe ˆ 72 heures apr•s la derni•re stimulation.Les
cellules sont repiquŽes ˆ une densitŽ de 15.000 cellules par puitsla veille du marquageen immunofluorescence.
Le lendemain, les cellulessont fixŽes par leparaformaldŽhyde 4%puis permŽabilisŽe par le triton X-1000,3%.
Smad4 est mis en Žvidence gr‰ce ˆlÕutilisation dÕun anticorps spŽcifique lui-m•me marquŽ par un anticorps
couplŽ ˆ un fluorochrome Žmettant dans le vert. Les images sont visualisŽes par microscopie confocale. Les
noyaux colorŽs au TO-PRO3 apparaissent en bleu.



Figure III.14a : Analyse par immunofluorescence du profil dÕabondance et de la localisation
cellulaire de Smad2 (Smad2) et de sa forme phosphorylŽe (Smad2-P) chez des fibroblastes
apr•s 10 expositions sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. La localisation cellulaire est ŽtudiŽe ˆ 72 heures apr•s la derni•re exposition aux
UVB. Les cellules sont repiquŽes ˆ une densitŽ de 15.000 cellules par puitsla veille du marquageen
immunofluorescence. Le lendemain, les cellulessont fixŽes par leparaformaldŽhyde 4%puis permŽabilisŽe par
le triton X-100 0.3%. Smad2 et Smad2-P sont mis en Žvidence gr‰ce ˆ lÕutilisation dÕanticorps spŽcifiques eux-
m•mes marquŽs par un anticorps couplŽ ˆ un fluorochrome Žmettant dans le vert. Les images sont visualisŽes par
microscopie confocale. Les noyaux colorŽs au TO-PRO3 apparaissent en bleu.



FIgure III.14b : Analyse par immunofluorescence du profil dÕabondance et de la localisation
cellulaire de Smad3 (Smad3) et de sa forme phosphorylŽe (Smad3-P) chez des fibroblastes
apr•s 10 expositions sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. La localisation cellulaire est ŽtudiŽe ˆ 72 heures apr•s la derni•re exposition aux
UVB. Les cellules sont repiquŽes ˆ une densitŽ de 15.000 cellules par puitsla veille du marquageen
immunofluorescence. Le lendemain, les cellulessont fixŽes par leparaformaldŽhyde 4%puis permŽabilisŽe par
le triton X-100 0.3%. Smad3 et Smad3-P sont mis en Žvidence gr‰ce ˆ lÕutilisation dÕanticorps spŽcifiques eux-
m•mes marquŽs par un anticorps couplŽ ˆ un fluorochrome Žmettant dans le vert. Les images sont visualisŽespar
microscopie confocale. Les noyaux colorŽs au TO-PRO3 apparaissent en bleu.



Figure III.14c : Analyse par immunofluorescence du profil dÕabondance et de la localisation
cellulaire de Smad4 (Smad4) chez des fibroblastes apr•s 10 expositions sub-lŽtales aux UVB
ou chez des fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. La localisation cellulaire est ŽtudiŽe ˆ 72 heures apr•s la derni•re exposition aux
UVB. Les cellules sont repiquŽes ˆ une densitŽ de 15.000 cellules par puitsla veille du marquage en
immunofluorescence. Le lendemain, les cellulessont fixŽes par leparaformaldŽhyde 4%puis permŽabilisŽe par
le triton X-100 0.3%. Smad4 est mis en Žvidence gr‰ce ˆ lÕutilisation dÕanticorps spŽcifiques eux-m•mes
marquŽs par un anticorps couplŽ ˆ un fluorochrome Žmettant dans le vert. Les images sont visualisŽes par
microscopie confocale. Les noyaux colorŽs au TO-PRO3 apparaissent en bleu.



Figure III.15 : Analyse par Western blot du profil dÕabondance de p38MAPK (p38MAPK) et de
sa forme phosphorylŽe (p38MAPK-P) au cours du temps chez des fibroblastes apr•s 10
expositions sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ unedosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. Les extractions protŽiques totales ont ŽtŽ effectuŽes ˆ1 heure, 2 heures, 24 heures,
48 heures ou 72 heures apr•s la derni•re exposition. Un Western blot a ŽtŽ rŽalisŽ ˆ partir de 15" g de protŽines
pour dŽtecterp38MAPK et sa forme phosphorylŽe. LÕ#-tubuline est utilisŽe comme contr™le de charge dans le
cytoplasme afin de vŽrifier quÕune quantitŽ similaire de protŽines ait ŽtŽ chargŽe dans chaque puits. Les pistes
(TGF) correspondent ˆ la stimulation avec du TGF-! 1 (5 ng/ml), constituant un contr™lepositif de la voie de
signalisation dŽpendante duTGF-! 1. Les cellules Çcontr™lesÈ de cette stimulation sont reprŽsentŽes par CTL.

Figure III.16 : Analyse par Western blot du profil dÕabondance de JNK (JNK) et de sa forme
phosphorylŽe (JNK-P) au cours du temps chez des fibroblastes apr•s 10 expositions sub-
lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. Les extractions protŽiques totales ont ŽtŽ effectuŽes ˆ 1 heure, 2 heures, 24 heures,
48 heures ou 72 heures apr•s la derni•re exposition. Un Western blot a ŽtŽ rŽalisŽ ˆ partir de 15 " g de protŽines
pour dŽtecter JNKet sa forme phosphorylŽe. LÕ#-tubuline est utilisŽe comme contr™le de charge dans le
cytoplasme afin de vŽrifier quÕune quantitŽ similaire de protŽines ait ŽtŽ chargŽe dans chaque puits. Les pistes
(TGF) correspondent ˆ la stimulation avec du TGF-! 1 (5 ng/ml), constituant un contr™le positifde la voie de
signalisation dŽpendante duTGF-! 1. Les cellules Çcontr™lesÈ de cette stimulation sont reprŽsentŽes par CTL.
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Figure III.17 : Analyse par Western blot du profil dÕabondance de p44/p42 (ERK) et de sa
forme phosphorylŽe p44/p42-P (ERK-P) au cours du temps chez des fibroblastes apr•s 10
expositions sub-lŽtales auxUVB ou chez des fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. Les extractions protŽiques totales ont ŽtŽ effectuŽes ˆ 1, 2, 24, 48 et 72 heures
apr•s la derni•re exposition. Un Western blot a ŽtŽ rŽalisŽ ˆpartir de 15" g de protŽines pour dŽtecter les ERKs
et leur forme phosphorylŽe. LÕ#-tubuline est utilisŽe comme contr™le de charge dans le cytoplasme afin de
vŽrifier quÕune quantitŽ similaire de protŽines ait ŽtŽ chargŽe dans chaque puits. Les pistes (TGF) correspondent
ˆ la stimulation avec du TGF-! 1 (5 ng/ml), constituant un contr™lepositif de la voie de signalisation dŽpendante
du TGF-! 1. Les cellules Çcontr™lesÈ de cette stimulation sont reprŽsentŽes par CTL.
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Figure III.18 : Niveau relatif en ARNm de MMP-2 chez des fibroblastes apr•s 10 expositions
sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UVB). LÕextraction dÕARN a ŽtŽ effectuŽe 72 heures apr•s la derni•re exposition.Les
ADNc ont ŽtŽ rŽtrotranscrits ˆ partir de lÕARN total puis amplifiŽs par RT-PCR en temps rŽel en utilisant des
amorces spŽcifiques du g•ne MMP-2. LÕabondance de lÕARNm de la GAPDH a ŽtŽ utilisŽe comme abondance
de rŽfŽrence. Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les m•mes
conditions de culture.

Figure III.19 : Analyse par immunofluorescence du profil dÕabondance et de la localisation
cellulaire de MMP-2 chez des fibroblastes apr•s 10 expositions sub-lŽtales aux UVB ouchez
des fibroblastes non exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour(UVB). Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. La localisation cellulaire estŽtudiŽe ˆ 72 heures apr•s la derni•re exposition aux
UVB. Les cellules sont repiquŽes ˆ une densitŽ de 15.000 cellules par puitsla veille du marquage en
immunofluorescence. Le lendemain, les cellules sontfixŽes par le paraformaldŽhyde 4%puis permŽabilisŽe par
le triton X-100 0.3%. MMP-2 est mis en Žvidence gr‰ce ˆ lÕutilisation dÕun anticorps spŽcifique, lui-m•me
couplŽ ˆ un fluorochrome Žmettant dans le vert. Les images sont visualisŽes par microscopie confocale. Les
noyaux colorŽs au TO-PRO3 apparaissent en bleu.
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Figure III.20 : Niveau relatif en ARNm de MMP-2 chez des fibroblastes 24 heures, 48
heures, 5 jours ou 7 jours apr•s la transfection.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ transfectŽs avec le siRNA MMP-2 ˆ des concentrations de 20, 50 ou 100 nM
ou avec le siRNA CTL- ˆ des concentrations de 20, 50 ou 100 nM. LÕextraction dÕARN a ŽtŽ effectuŽe 24
heures, 48 heures, 5 jours ou 7 jours apr•s la transfection. Les ADNc ont ŽtŽ rŽtrotranscrits ˆ partir de lÕARN
total puis amplifiŽs par RT-PCR en temps rŽel utilisant des amorces spŽcifiques du g•neMMP-2. LÕabondance
de lÕARNm de la GAPDH a ŽtŽ utilisŽe comme abondance de rŽfŽrence. Les niveaux relatifs dÕARN-m de
MMP-2 obtenus chez les cellules transfectŽes avec le siRNA CTL- ont ŽtŽ mis ˆ 100%.

Figure III.21 : Niveau relatif en ARNm de MMP-2 chez des fibroblastes apr•s 10 expositions
sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dose sub-lŽtale de 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositions par jour (UVB). LÕextraction dÕARN a ŽtŽ effectuŽe 72 heures apr•s la derni•re exposition. Les
ADNc ont ŽtŽ rŽtrotranscrits ˆ partir de lÕARN total puis amplifiŽs par RT-PCR en temps rŽel utilisant des
amorces spŽcifiques du g•neMMP-2. LÕabondance de lÕARNm de la GAPDH a ŽtŽ utilisŽe comme abondance
de rŽfŽrence. Les cellules Ç contr™les È (CTL) nÕont pas ŽtŽ exposŽes aux UVB mais ont subi les m•mes
conditions de culture. Dans la condition DMF, les cellules ont ŽtŽ incubŽes avec lÕagent transfectant
(Dharmafect). Dans la condition siRNA CTL-, les cellules ont ŽtŽ transfectŽes avec un siRNA qui ne reconna”t
rien. Dans la condition siRNA MMP-2, les cellules ont ŽtŽ transfectŽes avec le siRNA MMP-2 (50 nM).
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Figure III.22: Proportions de cellules positives pour lÕactivitŽS-A ! -galactosidase(%) chez
des fibroblastes apr•s 10 expositions sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non
exposŽs.
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UVB). Le marquage histochimique a ŽtŽ effectuŽ 72 heures apr•s la derni•re exposition.
Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les m•mes conditions de culture.
Dans la condition DMF, les cellules ont ŽtŽ incubŽes aveclÕagent transfectant (Dharmafect).Dans la condition
siRNA CTL-, les cellules ont ŽtŽ transfectŽesavecun siRNA qui ne sÕapparie avec aucun ARNm. Dans la
condition siRNA MMP-2, les cellules ont ŽtŽ transfectŽes avec le siRNA MMP-2 (50 nM).
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Figure II I.23a : Niveau relatif en ARNm de lÕapoJ chez des fibroblastes apr•s 10 expositions
sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositions par jour (UVB). LÕextraction dÕARN a ŽtŽ effectuŽe 72 heures apr•s la derni•re exposition.Les
ADNc ont ŽtŽ rŽtrotranscrits ˆ partir de lÕARN total puis amplifiŽs par RT-PCR en temps rŽel utilisant des
amorces spŽcifiques du g•neapoJ. LÕabondance de lÕARNm de la GAPDH a ŽtŽ utilisŽe comme abondance de
rŽfŽrence. Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les m•mes conditions
de culture. Dans la condition DMF, les cellules ont ŽtŽ incubŽes avec lÕagent transfectant(Dharmafect).Dans la
condition siRNA CTL-, les cellules ont ŽtŽ transfectŽesavecun siRNA qui ne sÕapparie avec aucun ARNm.
Dans la condition siRNA MMP-2, les cellules ont ŽtŽ transfectŽes avec le siRNA MMP-2 (50 nM).
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Figure III.23b : Niveau relatif en ARNm de lÕostŽonectin chez des fibroblastes apr•s 10
expositions sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UVB). LÕextraction dÕARN a ŽtŽ effectuŽe 72 heures apr•s la derni•re exposition.Les
ADNc ont ŽtŽ rŽtrotranscrits ˆ partir de lÕARN total puis amplifiŽs par RT-PCR en temps rŽel utilisant des
amorces spŽcifiques du g•neostŽonectine. LÕabondance de lÕARNmde la GAPDH a ŽtŽ utilisŽe comme
abondance de rŽfŽrence. Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture. Dans la condition DMF, les cellules ont ŽtŽ incubŽes avec lÕagent transfectant
(Dharmafect).Dans la condition siRNA CTL-, les cellules ont ŽtŽ transfectŽesavecun siRNA qui ne sÕapparie
avec aucun ARNm. Dans la condition siRNA MMP-2, les cellules ont ŽtŽ transfectŽes avec le siRNA MMP-2
(50 nM).
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Figure III.23c: Niveau relatif en ARNm de la fibronectine chez des fibroblastes apr•s 10
expositions sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UVB). LÕextraction dÕARN a ŽtŽ effectuŽe 72 heures apr•s la derni•re exposition.Les
ADNc ont ŽtŽ rŽtrotranscrits ˆ partir de lÕARN total puis amplifiŽs par RT-PCR en temps rŽel utilisant des
amorces spŽcifiques du g•nefibronectine. LÕabondance de lÕARNm de laGAPDH a ŽtŽ utilisŽe comme
abondance de rŽfŽrence. Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les
m•mes conditions de culture.Dans la condition DMF, les cellules ont ŽtŽ incubŽes avec lÕagent transfectant
(Dharmafect).Dans la condition siRNA CTL-, les cellules ont ŽtŽ transfectŽesavecun siRNA qui ne sÕapparie
avec aucun ARNm. Dans la condition siRNA MMP-2, les cellules ont ŽtŽ transfectŽes avec le siRNA MMP-2
(50 nM).
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Figure III. 23d: Niveau relatif en ARNm du CTGFchez des fibroblastes apr•s 10 expositions
sub-lŽtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposŽs
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽ exposŽs ˆ une dosesub-lŽtalede 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UVB). LÕextraction dÕARN a ŽtŽ effectuŽe 72 heures apr•s la derni•re exposition.Les
ADNc ont ŽtŽ rŽtrotranscrits ˆ partir de lÕARN total puis amplifiŽs par RT-PCR en temps rŽel utilisant des
amorces spŽcifiques du g•neCTGF. LÕabondance de lÕARNm de la GAPDH a ŽtŽ utilisŽe comme abondance de
rŽfŽrence. Les cellules Çcontr™lesÈ (CTL)nÕont pas ŽtŽ exposŽesaux UVB mais ont subi les m•mes conditions
de culture.Dans la condition DMF, les cellules ont ŽtŽ incubŽes avec lÕagent transfectant (Dharmafect).Dans la
condition siRNA CTL-, les cellules ont ŽtŽ transfectŽesavecun siRNA qui ne sÕapparie avec aucun ARNm.
Dans la condition siRNA MMP-2, les cellules ont ŽtŽ transfectŽes avec le siRNA MMP-2 (50 nM).



Figure III.24a : Analyse par immunofluorescence de lÕabondance et de la localisation
cellulaire duTGF-! 1 sous sa forme active (TGF-! 1) et sous sa forme latente (LAP) chez des
fibroblastes transfectŽs avec le siRNA CTL- et soumis ˆ 10 expositions sub-lŽtales aux UVB
(UVB) ou non (CTL).
Les fibroblastes AG04431 ont ŽtŽexposŽs ˆ une dose sub-lŽtale de 250 mJ/cm2 pendant 5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UVB). Les cellules ÒcontrolesÓ (CTL) nÕont pas ŽtŽexposŽ aux UVB mais ont subi les
m•mes conditions deculture. Le marquage est rŽalisŽ 72 heures apr•sla derni•re exposition. Les cellules sont
repiquŽes ˆ une densitŽ de 15000cellules par puits la veille du marquage. Le lendemain, les cellules sont fixŽes
par le paraformaldŽhyde 4%. TGF-! 1 est dŽtectŽ gr‰ce un anticorps spŽcifique couplŽ ˆ un fluorochrome
Žmettant dans le rouge: LAP est dŽtectŽ gr‰ce ˆ un anticorps spŽcifique couplŽ ˆ un fluorochrome Žmettant dans
le vert.



Figure III.24b : Analyse par immunofluorescence de lÕabondance et de la localisation
cellulaire duTGF-! 1sous sa forme active (TGF-! 1) et sous sa forme latente (LAP) chez des
fibroblastes transfectŽs avec le siRNA MMP-2 et soumis ˆ 10 expositions sub-lŽtales aux
UVB (UVB) ou non (CTL).
Les fibroblastes AG04431 ontŽtŽexposŽs ˆ une dose sub-lŽtale de 250 mJ/cm2 pendant5 jours ˆ raison de deux
expositionspar jour (UVB). Les cellules ÒcontrolesÓ (CTL) nÕont pas ŽtŽexposŽaux UVB mais ont subi les
m•mesconditions deculture. Le marquage est rŽalisŽ 72 heures apr•sla derni•re exposition. Les cellules sont
repiquŽes ˆ unedensitŽ de 15000cellules par puits la veille du marquage. Le lendemain, les cellules sont fixŽes
par le paraformaldŽhyde 4%. TGF-! 1 est dŽtectŽ gr‰ce un anticorps spŽcifique couplŽ ˆ un fluorochrome
Žmettant dans le rouge: LAP est dŽtectŽ gr‰ce ˆ unanticorps spŽcifique couplŽ ˆ un fluorochrome Žmettant dans
le vert.



Figure IV. 1 : Activation des Smads et des MAPKs par le TGF-! et leurs interactions.
Apr•s activation des rŽcepteurs auTGF-! , les R-Smads activŽes se lient ˆ Smad4 et
transloquent dans le noyau o• ils agissent comme facteur de transcription contr™lŽ parun
Žquilibre entre des co-activateurs transcriptionnels (Co-A) ou des co-rŽpresseurs (Co-R). Les
trois MAPKs principales peuvent •tre activŽes par leTGF-! dŽpendamment ou
indŽpendamment des Smads. Les MAPKs, apr•s activation par leTGF-! ou dÕautre stimuli
comme des facteurs de croissance ou des cytokines pro-inflammatoires, peuvent rŽguler
lÕactivation des Smads par des phosphorylations directes ou par des molŽcules effectrices qui
leurs sont en aval. Dans lÕexemple montrŽ, Jun activŽ et ATF-2 modulent lÕactivitŽ
transcriptionnelle des Smads par des contacts directs ou par modifications de lÕŽquilibre des
phosphorylations entre les coactivateurs et les corŽpresseurs transcriptionnels (Javelaud and
Mauviel, 2005).


