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Figure 1.1 : Evolution de IQespZrance de vie " la naissance en Belgique entre 1890 et
2050.(Source: mention obligatoireSPF fconomie Direction gZnZrale Statistique et
Information Zconomiqye
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Figure 1.2 : Pyramides des %.ges pour la Belgique en 2005 et prZvisions pour 2025 et
205Q (Source: U.S. Census Burednternational Data Ba3e
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Figure 1.3 : La sZnescence rZplicative lors de la culture cellulairelrois phases diffZrentes
ont ZtZ caractZrisZes: mise en culture des cellules " partir du tissigin (phase ),
croissance exponentielle (phase II) " la fin de laquelle les cellulesemtrdZfinitvement de
se diviser (sZnescence rZplicative) et dZgZnZrescence cellulairéaavert (phase ). Le
nombre de sousultures indiquZ est valable pour les fibroblastes de poumon fitat38/|
(dOapres Hayflick, 1977).



Figure 1.4 : Morphotypes des fibroblastes de derme AG04431 (FS)Les fibroblastes
changent de morphologie lors des diffZrents passages en culture. Sept morphotypes ont ZtZ
caractZrisZs trois morphotypes mitotiques (MF | ~ MF Ill) et quatre morphotypes post
mitotiques (PMF IV ~ PMF M) (DOapres (Bayreuther et al., 1988)

(A) (B)
Figure 1.5 : Photographies de fibroblastes de derme ~ faible nombre de passages en
culture dits jeunes (A) et " nombre ZlevZ de passages en culture glisZnescents (B) apres
marquage histochimique permetant de mettre en Zvidence une activitZ @ !-
galactosidase Les fibroblastes sZnescents ont une activitX Sgalactosidase dZtectable *
pH 6 qui leur donne une coloration bleue.



3 |
L] kL
£ 50 I
: T
= 40 4 J.
o
=8
"IS. elil
]
"
s 20 4 T
= T
B
£w{
& ==
g
« 0
T T T
did CTL LIVB Late CPDs

Cell conditions

Figure 1.6 : Graphique reprZsentant la proportion de cellules positives pour |QactivitZ-S

A ! -galactodisase (%) dans diffZrentes conditiondl y a une augmentation du nombre de
fibroblastes positifs pour la-B ! -galactodisase apres dix stress UVB " une dose-Kiible de

250 mJ/cm (UVB) ainsi que cheales fibroblastes sZnescents ayant atteint environ 90% de
leur durZe de vie prolifZrative (Late CPDd4.ate cumulative population doubling ou
doublements cumulZge population tardifs). La condition dO reprZsente le pourcentage des
cellules montrant 1Qaditi SA !-galactodisase avant les stress UVB et la condition CTL
reprZsente des fibroblastes qui ont subi les memes traitements que la condit®rany¥ stre
soumis aux stress UVBDebacgChainiaux et al. 2005)
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Figure 1.7 : SchZma expliquant le mZcanisme du raccourcissement tZlomZriglors de la
rZplication de IOADN chez les cellules somatiques normaléschaque rZplication, IDADN
polymZrase est incapable de remplacer la derniere amo@NI@u brin discontinu ce qui
explique le raccourcissement progressif des tZlomeres.
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Figure 1.8: Graphique reprZsentant la longueur des tZlomeres en fonction des
doublements cumulZs de population (CPDs).ors des passages en culture successifs, les
tZlomeres des cellules somatiques normales raccourcissent jusgtéint®dOune longueur
critique qui marque I0entrZe en sZnescence rZplicative et IQarrst drelyicze (limite de
Hayflick). Lorsque les tZlomeres deviennent trop courts (crise), la cefiolee en apoptose et
meurt. Pour les cellules germinaledes cellules cancZreuses, la longueur des tZlomeres reste
constante et elles ont une durZe de vie illim{Zgan and Cech, 1999)



Figure 1.9 : Les diffZrentes phases du cycle cellulaire.
http://www.baclesse.fr/cours/fondamentaldidision-cellulaire/Images/Cycle cellulaire.qif
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Figure 1.10: MZcanismes permettant [Oarret du cycle cellulaire la voie impliquant p53

et la voieimpliquant p16™“. Lors de dommages ~ IODADN ou lorsque les tZlomeres sont trop
courts, p53 est activZ et dZclenche une surexpression 4&"p@li inactive les complexes
cycline/CdK. En consZquence, pRb est hypophosphorylZe et sZqueBtrdes genes
impliquZs dans la transition G1/S ne sont pas exprimZs entra’nant un arret duetiydsre.

Une autre voie permet dDarrster le cycle cellulaire: la voie impliquai¥ffi6dZpendante du
raccourcissement tZlomZrique.
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Figure 1.11 : ReprZsentation schZmatique dOune coupe de peau humaine peau est un
organe divisZ en trois partiedOZpiderme, le derme et |Ohypodernae profondeur de
pZnZtration des rayonnements ultraviolets est inversZment proportionnelle “nkngieZ
(ScharffettetKochanek eal., 2000)
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Figure 1.12: Photographie de peau ayant subit un vieillissement intrinseque (A) ou
extrinseque (B). Lors du vieillissement intrinsequela peau devient fine, lisse et manque
dOZlasticitZ amiue lors du vieillissement extrinseque, la peau sOZpaissit et prengesh as
tannZ. De plus, sa pigmentation devient hZtZrogene et elle est parcourue de rides profonde
(ScharffettetKochanek et al., 2000; Wlaschek et al., 2001)
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Figure 1.13: ReprZsentations schZmatiques de peau jeune ou ayant subi un
vieillissement intrinseque ou extrinseque. Lors du vieillissement intrinseque, I0Zpiderme et

le derme sOaffinent. Les fibres de collagene se rZorganisétmindance des composants de
la MEC diminue. De plusje nombre de fibroblastes diminue et certains prZsentent une
morphologie sZnescenteors du vieillisement extrinseque, la couche cornZe, I0Zpiderme et le
derme sOZpaississeht niveau cellulaire, des kZratinocytes atypiques apparaissent et les
mZlanocys se distribuent de fason hZtZrogene ce qui provoque une pigmentation irrZguliere
de la peau. Au niveau du derme, la rZorganisation de I0Zlastine, la ficdilipeotZoglycanes

et de |Oacide hyaluronique provoque des perturbations fonctionnelles @enspssants
(Wlaschek et al., 2001)



Figure 1.14 : Dommages directs ~ IOADN suite ~ une exposition aux UVEDeux types de
produits se formentdes dimeres pyrimidineyclobutane et des dimeres pyrimidine £54)
pyrimidone (Idhihashi et al., 2003).



Figure 1.15 : ReprZsentation schZmatique du complexe latent du TGF (LLC). Le LLC
comprend le TGR (noir), LAP (latency associated peptide) (rouge) et LTBP (latent -TGF
binding protein). Le TGH et LAP sont clivZs asite indiquZ par la pointe de fleche. LAP et
LTBP sont reliZs par des ponts dissulfures (Lignes bleues claires). Le ldr@e (latent
complex) est liZ de fason covalente ~ la matrice extracellulaire (ME2) un lien
isopeptidique (vert) entre |OextrZmiAerminale de LTBP et une prothe de la MEC.
LOautre fleche indique une rZgion sensible aux protZases qui permet de dZtach£i¢elaL.C
MEC (Annes et al., 2003)



(Figure 16) (Figure 17)

Figure 1.16 : ReprZsentation schZmatique de la voie TGF/Smads.Lorsque IETGF ! se

lie ~ son rZcepteur MR-II, le rZcepteur TR- est recrutZ puis phosphorylZ pat R-Il sur des
rZsidus sZrines/thrZonines spZcifiquesk-T activZ propage le signal dans la cellule en
phosphorylant Smad2 et Smad3_qui peuvent tre prZsentZsR | par SARA. Smad?2 et
Smad3 forment des complexes hZtZrotriqué&rs ou dimZriques avec Smad4. Une fois dans le
noyau, le complexe peut rZguler la transcription de genes en sOassociant avetedes de
transcription. Les complexes Smad7/Smurfl ou Smurf2 dZclenchent la fin desaltiction

du signal en polyubigtinant les rZcepteurs activZs qui seront alors dZgradZs: (TF
Transcription factorjten Dijke and Hill 2004)

Figure .17 : Modesles des systemes de navette entre le cytoplasme et le noyau pour les
Smads Les Smad font la navette entre le noyau et le cytoplasme ~ la fois chez les cellules
non stimulZes aiGF-! (en tant que monomeres) et chez les cellules stimulZes (en tant que
complexes). Lorsque la voie diGF-! est activZe, Smad2 et Smad3, prZsentZs aux rdcepte

par SARA, sont activZs par phosphorylation et forment un complexe avec Smad4. Les Smads
font continuellement la navette entre le noyau et le cytoplasme, fournissant anisrde par

lequel des acteurs intracellulaires peuvent moduler |QactivitZ égpteuis. LOimportation et
|Gexportation des-Bmads se dZroulent gré%oces aux nuclZoporines. LOexportation de Smad4 est
mZdiZe par CRM1 alors que IOexportation de Smad2 et Smad3 seipetelante de IOATP
suggZrant la prZsence dOun transport actif via cegsteirgten Dijke and Hill, 2004)



Figure 1.18: ReprZsentation schZmatique de cascades de MAPKsLa famille des
MAPKs est divisZe en trois sodiamilles: les ERK1 et ERK2 (Extracellular Sigaagulated
Kinases), les SAP kinases (Strésgtivated Protein kinases) connues comme JNK1, JNK2 et
JNKS3 (¢Jun Nterminal kinase) et les 8@MAPKs (! , ", #et$). ERK5, un autre membre de
la famille des MAPKs, n'a pas ZtZ montrZ comme pouvant etre activZ par le! TasF
interfZrer avec la voie des Smads.

L'activation des voies MAPKs se fait de fason sZquentielle. Tout d'absuite ~ une
stimulation pardes cytokines ou des facteurs de croissadesrZcepteurs ~ activitZ tyrosine
kinasesou des rZcepteurs couplZs ~ des protZines G assdd& membrane activent des
MAPK kinase kinase (MAPKKK). Les MAPKKK activent des MAPKK (MAPK kinas
menant " I'activaton par phosphorylation de MAPKs qui pourront alors phosphoryler toute
une sZrie de facteurs de transcripti@Beur une revue(Javelaud and Mauviel, 2005)
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Figure 1.19: Voie de transduction du signal permettant |IQapparition des biomarquesr

de la sZnescence & un stress " I®1,0, induisant la sZnescence prZmaturZe des
fibroblastes humains. Suite au stress, p¥87¢ est activZe en deux temps. Tout dOabord, le
stress active p38"" en induisant sa phosphorylation. LOactivation d&%8va entrainer la
phosphoylation du facteur de transcription ATE qui est ainsi activZ. ATR actif va
provoquer IQarrst du cycle cellulaire et la surexpression du-TGEa sZcrZtion du TGF1

va engendrer la deuxisme phase dOactivation d&p88qui semble indispensable pour
|OGapparition des biomarqueurs de la sZnescence. Ce mZcanisme nZcesss@ciinientre
ATF-2 et pRb hypophosphorylZe (dOapres Fripgtiat, 2001 et 2002).



Figure 1.20: Les diffZrentes voies de transduction du signal et rZponses cebies
induites par les rayonnements ultraviolets(Rittie and Fisher, 2002)



Tableau 1: MatZriel et solutions utilisZs pour la culture de fibroblastes

MatZriel et solutions

Composition

RZfZrences

Fibroblastes de pedwmains
AG04431

Coriell institute for
medical research, USA

BME (Basal Medium Eagle)

Gibcg, Invitrogen, USA

Trypsine

Gibcg, Invitrogen, USA

L-Glutamine (2 mM) Sigma, USA
SZrum de veau fital (BS) Gibca Invitrogen, USA
Bo’tes de culture stZrilee 75 Corning, USA

cny’ (T75) et de 25 crh(T25)

Phosphate Buffer Saline (PBS

NaCl 150 mM, phosphate 10

Cambrex, Belgium

mM " pH 7,4
MZlangede congZlation 20% de sZrum deeaufltal Merck, Germany
70% de BME Merck, Germany

10% de DMSO
(dimZtylsulfoxyde) en tant qug
cryoprotecteur

Merck, Germany

Centrifugeuse Labofuge 400F

Heraeus, Germany




Tableau 2: MatZriel et solutions pour la stimulation au TGE.

MatZriel et solutions Composition RZfZrences
Tampon phosphate sal{fBS) | NaCl 150 mM, phephate 10 | CambrexBelgium
mM " pH 7,4
TGF"1 TGF" 1, concentration stock | R&D, USA

1 pg/ml

BME (Basal Medium Eagle) Invitrogen, LBA

SZrum de veau fltal (BS,
fital calf serum)

Invitrogen, LBA

Tableau 3: MatZriel et solutions pour les stress UVB®@utilisation de siRNA.

MatZriel et solutions Composition RZfZrences
Tampon phosphate sal{PBS) NaCl 150 mM, phosphate | CambrexBelgium
10mM " pH 7,4

NZonsUVB TL 20 W/01, longueur

dOonde 312 nm

Philips, The Netherland

Bioblock Scientific,
Belgium

Radiometre et capteur UVB

BME (Basal Medium Eagle) Gibcg Invitrogen, USA

SZrum de veau fital (BS) Invitrogen,USA

SiRNA : Concentration stock

- MMP-2 20"M SMARTpool Dharmacon

5 USA

- Contr™|e nZgatif (CFL | 100" M Eurogentec, Belgium
Agent transéctant, Dharmafect Dharmacon, USA
Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6 Jour 7 Jour 8
Stress 1| Stress 3| Stress 5| Stress 7| Stress 9 Etude des

Repos | Repos | biomarqueurs

Stress 2| Stress 4| Stress 6| Stress 8| Stress 10

Figure 11.1 : Modele in vitro de sZnescence induite prZmaturZment par des stress UVB.

Les cellules sont exposZes "~ une dose-iiiale de 250 mJ/cfrpendant 5 jours " raison de

deux stress par jour. Apres 72 heures de rZcupZration, les biomarqueurs de lars#nesce
peuwent stre mis en Zvidence et une Ztude de la rZponse "~ long terme des cellules exposZes
aux UVB peut «tre effectuZe. (Debathainiaux et al. 2005)



Tableau 4: MatZriel et solutions pour dZtection de |QactivitZgalactosidasessociZe

" la sZnescence.

MatZriel et solutions

Composition

RZfZrences

Solution de fixation

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

Belgolabo, Belgium
Fluka, Netherlands

Tampon
hydrogZnophosphate ¢
sodium pH 6 (pour 100
ml)

87,7ml NaH,PO, 0,1 M (= 13,79 g/l)
12,3 ml NaHPO, 0,1 M (= 17,79 g/l)

Merck, Germany

Merck, Germany

Solution de coloration
fra”’chement prZparZe
(pour 20 ml)

4 ml de tamporhydrogZnophosphate de
sodium pH 6

1 ml de Ferrocyanure de potassium 5
1 ml de Fericyanure de potassium 5 mN\
1,2 ml dOune solution de NaCl 5 M
40" | dOune solution 1 M de Mggl
11,76 ml dOeau distillZe

1 ml dOune solution degal (20 mg/ml

diluZ dans du N,N,dimZthylformamide)

Merck, Germany
Merck, Germany
Merck, Germany
Merck, Germay

Eurogentec, Belgium
Janssen Chimica, Belgiun

Tableau 5: MatZriel et solutions pour IQextraction protZique.

- MatZriel et solutions pouflextraction totale des protZines

MatZriel et solutions Composition RZfZrences
Tampon phosphate sal{fBS) | NaCl 150 mM, phosphate 1| NaCl: Merck, Germany
mM " pH 7,4

R%oteau stZrile

TRP, Switzerland

Tampon de lyse

Tris pH 7,4: 10mM
NaCl: 100 mM
Glycerol: 10%

NP-40: 1%

SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate): 0,1 %

Merck, Germany

Pierce, USA

Merck, Germany

Applied Biosystems, USA

DOC (deoxycolate): 0,5% | Pierce, USA

PIB NagVO4: 1M Merck, Germany
PNPP: 1M Sigma, USA
"-glycZroP: 1M Sigma, USA
NaF: 1M Merck, Germany
Eau distillZe

DTT (dithiotrZitol) 1 M

Applied Biosystems, USA

PIC

Complete, Germany

Tampon de lyse comet

Tampon de lyse

+ DTT (dithiotrZitol) 1 M
(2" I/ml de tampon)

+ PIC (40" I/ml de tampon)
+ PIB (40" I/ml de tampon)

Invitrogen,USA




- MatZriel et solutions pour IQextractites protZinesuclZaires

MatZriel et solutions

Composition

RZfZrences

Tamponde lyse stock

Hepes (4(2-hydroxyethyl}1-
piperazineethanesulfonic acid) 1
mM

KCL 10 mM

EDTA (ethylenediamine
tetraacetic acid) 0,1 mM
EGTA (ethyleneglycabis (2
aminoethyletheeN, N, NO, NO
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
"pH 7,4

NaCl: Merck, Germany

Tampon de lyse complet

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

Complete, Germany
Invitrogen,USA

HomogZnZisateur de Kontes, USA
Dounce (A)
Centrifugeuse ~ 4iC Eppendorf Centrifuge

5415R, Germany

Sonicateur FB15046

Fisher Scientific, USA

Tableau 6: MatZriel et solutions pour le dosage protZique par la auétlde Bradford.

MatZriel et solutions

RZfZrences

Solution de Bradford

Bio-Rad Protein Assay Biorad, Germany

ftalon BSA BSA (albumine de sZrum de bogaf" g/" |,
Merck, Germany
Spectrophotometre Ultrospec 2100 pro, USA




Tableau 7: MatZriel et soltibns pour le Western blot.

- MatZriel et solutions pour IOZlectrophorsse

MatZriel et solutions Composition RZfZrences
Running gel Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 Merck, Germany
SDS 0,4% MP Biomedtals, France
Acrylamide/Bisacrylamide 30% | Bio-Rad, USA
Eau
Temed Plus OnePharmacia
Biotech
APS 1% (Amonium persulfate) | Plus OnePharmacia
Biotech
Stacking gel Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 Merck, Germany

SDS 0,4%
Acrylamide/Bisacrylamide 30%
Eau

Temed

APS 1% (Amonium persulfate)

MP Biomedicals, France
Bio-Rad, USA

Plus OnePharmacia
Biotech
Plus OnePharmacia
Biotech

Marqueur de poids
molZculaire

See blue Invitrogen
Invitrogen Corporation,
USA

Bleu de charge concentrZ &
fois

10 ml de Tris 0,5 M pH 6,8

10 ml de SDS 20%

10 ml de glycZrol

5 ml de §mercaptoZtanol

17,5 mg @& Bleu de bromophZnol

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

Tampon dOZlectrophorsse
pH (8,3D8,4)

Tris-HCI 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

- MatZriel et solutions poue transfert

MatZriel et solutions Composition RZfZrences
Membrane polyvinylidiene Amersham, UK
difluoride
Tampon de transfert (5I) Tris Hcl 20 mM Merck, germany

Glycine 145 mM Merck, Germany
MZthanol Acros Organics, USA




- MatZriel et solutions poute blocking etle traitement de la membrane

MatZriel et solutions

Composition

RZfZrences

TBS (Tris Buffer Saline)
concentrZ 1 fois " pH 7.5
Tween 0.1%

TBS 10x ~ diluer pour 1l
Tris-HCI 24.22 g

NaCl 80.06 g

Eau distillZe800 ml, porter ~
pH 7.4puis porter ~ 1l avec de
|Oeau distillZe

TBS 1xTween 0.1% pour 1l
100 ml TBS (10x)

1 ml de Tween 20

Porter ~ 1l avec de IOeau

Merck, Germany

Tween 20: Sigma,
Germany

ECL (Enhaned Chemo
Luminescencepdvancé"
blocking agent

GE Halthcare
Amersham, UK

- Liste des anticorps secondaingilisZs

19G

RZfZrences

Anticorps secondaire de singe
antilgG de lapin (NA9341ml)

Amersham Pharmacia Biotechnology, UK

Anticorps secondaireedmouton
antilgG de souris (NA9341ml)

Amersham Pharmacia Biotechnology, UK

- MatZriel et solutions poua rZvZlation

MatZriel et solutions Composition RZfZrences
Solution de rzvZlation: Solution A GE Halthcare
Lumigen™ TMA-6 Solution B Amersham, UK

Cassette

Amersham, UK

Films autoradiographiques

Amersham, UK

Solution de rZvZlation

IIford 200 RT, llford, UK

Solution de fixation

IIford 200 RT, llford, UK

Logiciels

LabeScan v2003.01, Amersham Biosciences, UK
ImageQuant TL v2003.03, Amersham Baences, UK




- Liste des anticorps primaires utilisZs

ProtZine cible Poids Dilution | Dilution Type RZfZrences | Usage
molZculaire WB IF
(kDa)
Smad 2 (86F7) 60 1000 400 Lapin Cell signaling, WB,
Monoclonale USA IF
#3122
PhospheSmad 2 60 1000 400 Lapin Cell signaling, WB,
(Ser463467) Polyclonale USA IF
#3101
Smad 4 70 1000 400 Lapin Cell signaling, WB,
Polyclonale USA IF
#9515
Smad 3 52,60 1000 400 Lapin Cell signaling, WB,
Polyclonale USA IF
#9513
PhospheSmad 3 60 1000 400 Lapin Cell signaling, WB,
Polyclonale USA IF
#9514
Phosphep38 MAPK 43 1000 Lapin Cell signaling, WwB
(Thr180/Tyr182) (3D7) Monoclonale USA
#9211
p38%# MAP Kinase 43 1000 Lapin Cell signaling, WwB
Polyclonale USA
#9218
Phosphep44/42 MAP 42,44 1000 Lapin Cell signaling, WwB
Kinase (Thr202/Tyr204) Polyclonale USA
#9101
p44/42 MAP Kinase 42,44 1000 Lapin Cell signaling, WwB
Polyclonale USA
#9102
PhospheSAPK/INK 46, 54 1000 Lapin Cell signaling, WB
(Thr183/Tyrl85) Polyclonale USA
#9251
SAPK/INK 46, 54 1000 Lapin Cell signaling, WB
Polyclonale USA
#9252
#-Tubuline humaine 55 50.000 Souris Sigma, USA WB
Monoclonal #T5168
TFIID (TBP) (N-12) 36 1000 Lapin Santa Cruz, WB
Polyclonale Germany
Sc204
TGF"1 50 Souris R&D systems, IF
Monoclonale USA
MAB240
LAP 10 Chevre R&D systems, IF
Polyclonale USA
AF246NA
MMP-2 72 200 Souris Santa Cruz, IF
Monoclonal Germany
Sc13594

AbrZviations: WB = Western Blotting; IF = Immunofluorescence




Tableau 8: MatZriel et solutions utilisZs pour IOimmunofluorescence.

MatZriel et solutions Composition RZfZrences
Tampon phosphate sal{PBS) NaCl 150 mM, | NaCl: Merck, Germany
phosphate 10
mM " pH 7,4

BSA (albumine de sZrum de bogus %

PAA Laboratories
GmbH, Autriche

Triton X-1000,3%

Sigma, Germany

PFA (paraformaldZhyde) %

Merck, Germany

Anticorps primaires

Voir tableaux cidessus

Anticorps secondaire de chevre aigG de
lapin couplZ ~ unéilexa 488 nm
(Dilution : 1000 fois)

Molecular Probes, USA

Anticorps secondaire de chevre aigG de
souris couplZ ~ une Alexa 488 nm
(Dilution : 1000 fois)

Molecular Probes, USA

Anticorps secondaire de chevre aigG de
souris couplZ ~ une Alexa@ nm
(Dilution : 1000 fois)

Molecular Probes, USA

Anticorps secondaire de singe atgG de
chevre couplZ " une Alexa 488 nm
(Dilution : 1000 fois)

Molecular Probes, USA

To-pro-3 Molecular Probes, USA

Solution de RNase ICN, USA

Mowiol Sigma, Gemany

Plaque 24 puits Costar, USA

Lamelles couvrebjets de 13 mm de VWR international,

diametre Belgique

Lames porteobjets de 2,6 x 7,6 cm VWR international,
Belgique

Tableau 9: MatZriel et solutions utilisZs pour IOextraction dOARN

MatZriel et solutions Composition

RZfZrences

Kit extraction ARN total
RNAgents

RNAgents Denaturing Solutio
AcZtate de sodium 2 M pH 4
Phenolchlorophormeisoamyl
alcohol (25:24:1, pH 4,7)
Isopropanol

Eau RNAseFree

Promega, USA

Ethanol 75% RNAsd-ree

Merck, Gernany

SDS (Sodium DodZcyl
Sulfate) 0,1 %

Applied Biosystems,
USA

Spectrophotometre

Ultrospec 2100 pro, USA




Tableau 10:MatZriel et solutions utilisZs pour la transcription inverse

MatZriel et solutions RZfZrences
RNAsine Ribonuclease Inhibitor Promaya, USA
Ribonuclease H Invitrogen, USA

Oligo(dT) (1218) Primer

Gibco BRL
Invitrogen, USA

dNTP set

Eurogentec, Belgium

Superscript Il reverse transcriptase

Invitrogen, USA

DTTO,1M

Invitrogen, USA

Buffer 5x

Invitrogen, USA

Tableau 11:MatZriel etsolutions pour la real time PCR

MatZriel et solutions Composition RZfZrences
SYBR Green PCR Master Applied
Mix Biosystems,
USA
Plaque 96 puits Applied
Biosystems,
USA
Amorces Sens et Arltisens
- ApolipoprotZine J| Sens: GGATGAAGGACCAGTGTGACAG
(apo J) Antisens:CAGCGACCTGGAGGGATT
- OstZonectine Sens: GAGACCTGTGACCTGGACAAG
Antisens:GGAAGGAGTGGATTTAGATCACAAGA
- Fibronectine Sens: TGTGGTTGCCTTGCACGRA
Antisens:GCTTGTGGGTGTGACCTAGT
- p21vart SensCTGGAGACTCTCAGGA CGAA
Antisens:CCAGGACTGCAGGCTTCCT
- TGK!1 Sens: AGGGCTACCATGCCAACTCT
Antisens:CCGGGTTATGCTGGTGTACA
- MMP-2 Sens: ATCGCAGATGCCTGGAAG
Antisens:CTTTGGTTCTCCAGCTTCAGGAAT
- GAPDH SensACCCACTCCTCCACCTTTGAC
Antisens:GTCCACCACCCTGTTGCTGTA
- CTGF Sens: CAAGCTGCCCGGGAAAT
Antisens:GGACCAGGCAGTTGGCTCTA
7900HT Fast Realime Applied
PCR system Biosystems,

USA




CTL uvB

Figure 11l.1 : DZtection de IQactivitZgalactosidase associZe " la sZnescence par marquage
histochimique chez des fibroblastes apres 10 expositionsZalbes aux UVB ou chez des
fibroblastes non exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux

expositionspar jour (UVB). Le marquage histochimique a ZtZ effectuZ 72 heures apres tiréeexposition.
Les cellules @ontr™lek (CTL)n@ntpas ZtZ exposZaax UVB mais ont subi les memes conditions dulture.
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Figure 111.2 : Proportions de cellules positives pour |Oacti8iX ! -galactosidas¢%) chez
des fibroblastes apres 10 expositions didtales aux UVB ou chez des fibroblastes non
exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux

expositionspar jour (UVB). Le marquage histochimique a ZtZ effectuZ 72 heures apres tiiréeexposition.
Les cellules @ontr™lek (CTL)n@ntpas ZtZ exposZaax UVB mais ont subi les memes conditions de culture.
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Figure II1.3: Niveau relatif en ARNm de I0apohdtZonectine, la fibronectine, du CTGF, de
MMP-2, de p21? et du TGR! 1 chez des fibroblastes apres 10 expositions-ktthles aux
UVB ou chez des fibroblastes non exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UVB). LOextration dOARN a ZtZ effectuZe 72 heures apres la dernisre itigpos es
ADNCc ont ZtZ rZtrotranscrits ~ partir de IOARN total puis lfip par RFPCR en temps rZel utilisant des
amorces spZcifiques des geragsoJ, ostZonectine, fibronectine, CTGF, Mi@Pp21"* et TG/ 1. Les cellules
Ccontr™[eE (CTL)n®@nt pas ZtZ exposZemux UVB mais ont subi les memes conditions de culture.
LOabondance de IDARNm de la GAPDH a ZtZ utilisZe comme mb@ddaZfZrence.

CTL TGF

Figure 111.4 : DZtection de IQactivitZgalactosidase associZe " la sZnescence par marquage
histochimique chez des fibroblastes stimulZs avec du-TGBu ctez des fibroblastes non
stimulZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ stimulgandant 3 jours ~ raison dOune stimulation par jour avec rlrag
TGF"1 (TGF). Le marquage histochimique a ZtZ effectuZ 72 heures apres fi@régeexposition.Les cellules
Ccontr™leE (CTL)n®ntpas ZtZ stimulZes avec du TTGF mais ont subi les memes conditions de culture.



Figure 11l.5 : Proportions de cellules positives pour |OactivitZ S-galactosidase (%) chez

des fibroblastes stimulZs avec du TGEFeu chez des fibroblastes non stimulZs.

Les fibroblastes AG04431 ont ZtZ stimulZs pendant 3 jouassdn dOune stimulation par jour avec 5 ng/ml de
TGF- 1 (TGF). Le marquage histochimique a ZtZ effectuZ 72 hepres la dernisre stimulation. Les cellules
C contr™|es E (CTL/TGF) nOont pas ZtZ stimulZes avec dd Ti@#s ont subi les memes conditions de culture.

Figure 111.6: Niveau relatif en ARNm de IOapoJ, IOostZonectine, la fibronectine, dy GTGF
MMP-2, de p21?™et du TGF! 1 chez des fibroblastes stimulZs avec du TGFeu chez des

fibroblastes non stimulZs.

Les fibroblastes AG04431 ont ZtZ stimulZs pendant 3 jouassdn dOune stimulation par jour avec 5 ng/ml de
TGF- 1 (TGF). LOextraction dOARN a ZtZ effectuZe 72 heures aplesiere stimulation. Les ADNc ont ZtZ
rZtrotranscrits ~ partir de IOARN total puis amplifiZs p&FRCR en temps rZel utilisant des amorces spZcifiques
des genesapoJ, ostZonectine, fibronectine, CTGF, MMP-2, {41 et TGF- 1. Les cellules C contr™les E
(CTL/ITGF) nOont pas ZtZ stimulZes avec du TGRais ont subi les memes conditions de culture. LOabondance
de IDARNm de la GAPDH a ZtZ utilisZe comme abondance de&Zre
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Figure I1l.7 : Analyse par Western blot du profil dOabondance de Smad2 (Smad?) et de sa
forme phosphorylZe (SmaeR2) au cours du temps chez des fibroblastes apres 10 expositions

sublZtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules @ontr™IeB (CTL)n®nt pas ZtZ exposZasx UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. Les extractions protZiqutsds ont ZtZ rZalisZes ~ 2 heures, 24 heures, 48 heures
ou 72 heures apres la derniere exgiton. Un Western blot a ZtZ rZalisZ ~ partir dé @ de protZines pour
dZtecter Smad2 et sa forme phosphorylZé&-tuBuline est utilisZe comme contr™le de charge afin de vZrifier
quOune quantitZ similaire de protZines ait ZtZ chargZechiamse puitsLa derniere piste correspond ~ la
stimulation avec du TGF1 (5 ng/m) (TGF), constituant un contr™le positié la voie de signalisation
dZpendante dIGF! 1. Les cellules Contr™IeE de cette stimulation sont reprZsentZes par CTL.
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Figure 1I1.8 : Analyse par Western blot du profil dOabondance de Smad4 au cours du temps
chez des fibroblastes apres 10 expositions-&thles aux UVB ou chez des fibroblastes non
exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesZine dos sublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules @ontr™IeB (CTL)n®nt pas ZtZ exposZasx UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. Les extractions protZiqutsds ont ZtZ rZalisZes " ures, 24 heures, 48 heures
ou 72 heures apres la dernisre exposition. Un Western blotZarZalisZ ~ partir de 15g de protZines pour
dZtecter Smad4. #Qubulineest utilisZe comme contr™le de charge afin de vZrifier guDantitZ similaire de
protZnes ait ZtZ chargZe dans chaque puits. La dernisre pistespomd " la stimulation avec du TAA (5
ng/ml) (TGF), constituant un contr™le posit# la voie de signalisation dZpendante TUBF! 1. Les cellules
Ccontr™|eB de cette stimulation sont réfsentZes par CTL.
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Figure l1l.9a : Analyse par Western blot du profil dC)aborJdance de Smad2 (Smad2) et de sa
forme phosphorykz (SmadZP) chez des fibroblastes stimulZs avec du TARTGF) ou chez

des fibroblastes non stimulZs (CTL).

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ stimulgandant 3 jours ~ raison dOune stimulation par jour avec rlrag
TGF!1 (TGF). Les cellules @ontr™|eE (CTL)n@nt pas ZtZ stimulZes avec du TGF mais ont subi les
memes conditions de culture. LOextraction des protZinei&aives et cytoplasmiques a ZtZ effectuZe 72 heures
apres la dernisre stimulation. Un Western blot a ZtZ rZ&ligdrtir de 15" g de protZies pour dZtecter Smad2 et

sa forme phosphorylZe. #@ubuline est utilisZe comme contr™le de charge dans le cytoplasmaeafiZrifier
quOune quantitZ similaire de protZines ait ZtZ chargZetdganse puits. Dans le noyau, le contr™le de charge est
TBP.
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Figure I11.9b : Analyse par Western blot du profil dC)aborldance de Smad3 (Smad3) et de sa
forme phosphorylZe (Smad chez des fibroblastes stimulZs avec du TGKTGF) ou chez

des fibroblastes non stimulZs (CTL).

Lesfibroblastes AG0431 ont ZtZ stimulZgendant 3 jours ~ raison dOune stimulation par jour avec rlrag
TGF!1 (TGF). Les cellules @ontr™|eE (CTL)n®nt pas ZtZ stimulZes avec du TGF mais ont subi les
memes conditions de culture. LOextraction des protZinelZaies et cytoplasmiques a ZtZ effectuZe 72 heures
apres la dernisre stimulation. Un Western blot a ZtZ rZ&ligdrtir de 15" g de protZines pour dZtecter Smad3 et
sa forme phosphorylZe. #@ubuline est utilisZe comme contr™le de charge dans le cytopldsnaeasZrifier
quOune quantitZ similaire de protZines ait ZtZ chargZetdganse puits. Dans le noyau, le contr™le de charge est
TBP.



Cytoplasme Noyaux
PM
(kDa) CTL TGF CTL TGF
Smad 4 70
" -tubuline 55
TBP 36

Figure 111.9c : Analyse par Western blot du profil dOabondance de Smad4 chez des

fibroblages stinulZs avec du TGF1 (TGF) ou chez des fibroblastes non stimulZs (CTL).
Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ stimulgandant 3 jours ~ raison dOune stimulation par jour avec rlrag
TGF!1 (TGF). Les cellules @ontr™|eE (CTL)n®nt pas ZtZ stimulZes avelu TGF! 1 mais ont subi les
memes conditions de culture. LOextraction des protZinei&aives et cytoplasmiques a ZtZ effectuZe 72 heures
apres la derniere stimulation. Un Western blot a ZtZ rZdlipartir de 15" g de protZines pour dZtecter Smad4.
LGk-tubulineest utilisZe comme contr™le de charge dans le cytoplasmgeafZrifier quOune quantitZ similaire
de protZines ait ZtZ chargZe dans chaque puits. Dans le, fogantr™le de charge est TBP.
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Figure 111.1 0: Analyse par Western blot du profil dOabondance de Smad2 (Smad?2) et de sa
forme phosphorylZe (Smad? au cours du temps chez des fibroblastes apres 10 expositions

sublZtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont Z&kposz "~ une dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules @ontr™IeB (CTL)n®nt pas ZtZ exposZasx UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. LOextraction des protZineZaives etytoplasmiques a ZtZ effectuZe ~ 1 heure, 2
heures, 24 heures, 48 heures ou 72 heures apres la dernpaosigion. Un Western blot a ZtZ rZalisZ ~ partir de
15" g de protZines pour le cytoplasme et"I) pour le noyau afin de dZtecter Smad2 et sa forhmsphorylZe.
LGk-tubulineest utilisZe comme contr™le de charge dans le cytoplasmgeafZrifier quOune quantitZ similaire
de protZines ait ZtZ chargZe dans chaque puits. Dans le, t@yamtr™le de charge est TBP. Les pistes (TGF)
correspondent ~ la stimulation awedu TGF!1 (5 ng/m), constituant un contr™le posite la voie de
signalisation dZpendante @GF-! 1. Les cellules @ontr™I|eE de cette stimulation sont reprZsentZes par CTL.
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Figure 1ll.11: Analyse par Westerblot du profil dbabondance de Smad3 (Smad3) et de sa
forme phosphorylZe (Smad® au cours du temps chez des fibroblastes apres 10 expositions

sublZtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesZine dosesub-IZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules @ontr™IeB (CTL)n®nt pas ZtZ exposZasx UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. LOextraction des protZineZaives et cytoplasmiques a £ffectuZe ~ 1 heure, 2
heures, 24 heures, 48 heures ou 72 heures aprss la dernpasigion. Un Western blot a ZtZ rZalisZ ~ partir de
15" g de protZines pour le cytoplasme et"Ipour le noyau afin de dZtecter Smad3 et sa forme phospboryIZ
LGk-tubdine est utilisZe comme contr™le de charge dans le cytoplasmgeafZrifier quOune quantitZ similaire
de protZines ait ZtZ chargZe dans chaque puits. Dans le, t@yamtr™le de charge est TBP. Les pistes (TGF)
correspondent ~ la stimulation avec duGF!1 (5 ng/m), constituant un contr™le posite la voie de
signalisation dZpendante @GF-! 1. Les cellules @ontr™I|eE de cette stimulation sont reprZsentZes par CTL.
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Figure 111.12: Analyse par Westerblot du profil dC)abonda}nce de Smad4 (Smad4) au cours
du temps chez des fibroblastes apres 10 expositionsl&ates aux UVB ou chez des

fibroblastes non exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesdine dosesub|Ztalede 250 mJ/crpendant 5 jours$ raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules @ontr™IeB (CTL)n®nt pas ZtZ exposZasx UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. LOextraction des protZineZaives et cytoplasmiques a ZtZ effectuZe ~ 1 heure, 2
heures, 24 hees, 48 heures ou 72 heures apres la dernisre exposition. Ustékte blot a ZtZ rZalisZ ~ partir de
15" g de protZines pour le cytoplasme et"I@ pour le noyau afin de dZtecter Smad4#tidbulineest utilisZe
comme contr™le de charge dans le cytoplasinedef vZrifier quOune quantitZ similaire de protZines Ait Zt
chargZe dans chaque puits. Dans le noyau, le contr™le de esaTBP. Les pistes (TGF) correspondent ~ la
stimulation avec du TGF1 (5 ng/m), constituant un contr™le posi# la voie de gnalisation dZpendante du
TGF! 1. Les cellules @ontr™IeE de cette stimulation sont reprZsentZes par CTL.



Figure Ill.13a : Analyse par immunofluorescence du profil dOabondance et de la localisation
cellulaire de Smad2 (Smad?2) et de sa forme phosylZe (SmadP) chez des fibroblastes

stimulZs avec du TGF1 ou chez des fibroblastes non stimulZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ stimulgandant 3 jours ~ raison dOune stimulation par jour avec rlrag
TGF!1 (TGF). Les cellules @ontr™|eE (CTL) n@nt pas ZtZ stimulZes avec du TGF mais ont subi les
memes conditions de culture. La localisation cellulairé ZmidiZe ~ 72 heures apres la derniere stimulatibes
cellules sont repiquZes ~ une densitZ dé@B cellules par puiti veille dumarquagesn immunofluorescence.
Le lendemain, les cellulesont fixZes par IparaformaldZhyde 4%uis permZabilisZe par le triton-2000,3%.
Smad2 et SmadP sont mis en Zvidence gr¥%.ce " IQutilisation dOanticarifisgpZ euxmemes marquZs par un
anicorps couplZ " un fluorochrome Zmettant dans le vert. Legjes sont visualisZes par microscopie confocale.
Les noyaux colorZs au FORO3 apparaissent en bleu.



Figure 111.13b : Analyse par immunofluorescence du profil dOabondance et de |sébicadi
cellulaire de Smad3 (Smad3) et de sa forme phosphorylZe (SRjad3cz des fibroblastes
stimulZs avec du TGF1 ou chez des fibroblastes non stimulZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ stimulZandant 3 jours " raison dOune stimulation par jour &veg/ml de
TGF!1 (TGF). Les cellules @ontr™|eE (CTL)n®nt pas ZtZ stimulZes avec du TGF mais ont subi les
memes conditions de culture. La localisation cellulairé ZmidiZe ~ 72 heures apres la derniere stimulatibes
cellules sont repiquZestine densitZ de 1800 cellules par puiti veille du marquagen immunofluorescence.
Le lendemain, les cellulesont fixZes par IparaformaldZhyde 4%uis permZabilisZe par le triton-2000,3%.
Smad3 et SmadB sont mis en Zvidence gr¥%.ce " IQutilisatidanticorps spZcifiques euxmes marquZs par un
anticorps couplZ ~ un fluorochrome Zmettant dans le ves.ilmages sont visualisZes par microscopie confocale.
Les noyaux colorZs au FORO3 apparaissent en bleu.



Figure 111.13c : Analyse par immunofluorescence du profil dOabondance et de la localisation
cellulaire de Smad4 (Smad4) chez des fibroblastes stimulZs avec dd TG& chez des
fibroblastes non stimulZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ stimulZandant 3 jours " raison dOustémulation par jour avec 5 ng/ml de
TGF!1 (TGF). Les cellules @ontr™|eE (CTL)n®nt pas ZtZ stimulZes avec du TGF mais ont subi les
memes conditions de culture. La localisation cellulairé ZmidiZe ~ 72 heures apres la derniere stimulatibes
cellules sont repiquZes ~ une densitZ dé@8 cellules par puitia veille du marquagen immunofluorescence.
Le lendemain, les cellulesont fixZes par I@araformaIthyde 4%uis permZab|I|sZe par le triton-2000,3%.
Smad4 est mis en Zvidence gr%.@utilisation dOun anticorps spZC|f|quemu1ne marquZ par un anticorps
couplZ ~ un fluorochrome Zmettant dans le vert. Les images &sualisZes par microscopie confocale. Les
noyaux colorZs au T®RO3 apparaissent en bleu.



Figure Ill.14a : Analyse par immunofluorescence du profil dDabondance et de la localisation
cellulaire de Smad2 (Smad?2) et de sa forme phosphorylZe (SRjad2ez des fibroblastes

apres 10 expositions sultales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs
Lesfibroblages AG04431 ont ZtZ expasZune dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules @ontr™IeB (CTL)n®nt pas ZtZ exposZasx UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. La localisation cédive est ZtudiZe ~ 72 heures apres la dernisre exposition au
UVB. Les cellules sont repiquZes ~ une densitZ dedd® cellules par puitda veille du marquageen
immunofluorescence. Le lendemain, les cellldest fixZes par IparaformaldZhyde 4%uis permZabilisZe par

le triton X-1000.3%. Smad2 et SmaeR2 sont mis en Zvidence gr¥ece " IQutilisation dOanticocisspg eux
memes marquZs par un anticorps couplZ " un fluorochrometéntatans le vert. Les images sont visualisZes par
microscopie confaale. Les noyaux colorZs au TPRO3 apparaissent en bleu.



Flgure I11.14b : Analyse par immunofluorescence du profil dOabondance et de la localisation
cellulaire de Smad3 (Smad3) et de sa forme phosphorylZe (SRjad3ez des fibroblastes

apres 10 &positions sudZtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs
Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules @ontr™IeB (CTL)n®nt pas ZtZ expsZesaux UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. La localisation cellulairé ZsidiZe ~ 72 heures apres la derniere exposition aux
UVB. Les cellules sont repiquZes ~ une densitZ dedd® cellules par puitda veille du marquageen
immunofluaescence. Le lendemain, les cellugent fixZes par I@araformaIthyde 4%uis permZablthe par
le triton X-1000.3%. Smad3 et Smae sont mis en Zvidence gr¥ece "~ IQutilisation dOanticocisspg eux
memes marquZs par un anticorps couplZ ~ unrfirome Zmettant dans le vert. Les images sont visualisifes
microscopie confocale. Les noyaux colorZs auARO3 apparaissent en bleu.



Figure 1ll.14c : Analyse par immunofluorescence du profil df)abondancgz et de la localisation
cellulare de Smad4 (Smad4) chez des fibroblastes apres 10 expositiorZtalds aux UVB

ou chez des fibroblastes non exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules @ontr™IeB (CTL)n®nt pas ZtZ exposZasx UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. La localisation cellulairé ZsidiZe ~ 72 heures apres la derniere exposition aux
UVB. Les cellules sonrepiquZes ~ une densitZ de @60 ellules par puitsla veille du marquage en
immunofluorescence. Le lendemain, les cellldest fixZes par IparaformaldZhyde 4%uis permZabilisZe par
le triton X-100 0.3%. Smad4 est mis en Zvidence gr¥.ce ~ IQutilisationcdépantpZcifiques euxemes
marquZs par un anticorps couplZ ~ un fluorochrome Zmettans ¢ vert. Les images sont visualisZes par
microscopie confocale. Les noyaux colorZs auFRO3 apparaissent en bleu.
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Figure 111.15 : Analyse par Westerblot du profil dOabondance de ¥3¥ (p38"™) et de
sa forme phosphoryIZe (P¥8-P) au cours du temps chez des fibroblastes apres 10

expositions suZtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesdinedosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules @ontr™IeB (CTL)n®nt pas ZtZ exposZasx UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. Les extractions protZiqutsds ont ZtZ effectuZed heure, 2 heures, 24 heures,
48 heures ou 72 heures apres la dernisre exposition. Un Wiestiet a ZtZ rZalisZ " partir de 1% de protZines
pour dZtectep38"""¥ et sa forme phosphorylZe. #€@buline est utilisZe comme contr™|e de charge dans le
cytoplasme afin de vZrifier quOune quantitZ similaire d&mes ait ZtZ chargZe dans chaque puits. Les pistes
(TGF) correspondent ~ la stimulation avec du TGE (5 ng/m), constituant un contr™pesitif de la voie de
signalisation dZpendante @GF-! 1. Les cellules @ontr™I|eE de cette stimulation sont reprZsentZes par CTL.
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Figure 111.16 : Analyse par Western blot du profil dOabondance de JNK (JNK) et densa fo
phosphoryIZe (JNKR) au cours du temps chez des fibroblastes apres 10 expositiors sub

|Ztales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules @ontr™IeB (CTL)n®nt pas ZtZ exposZasx UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. Les extractions protZiquesds ont ZtZ effectuZes ~ 1 heure, 2 heures, 24 heures,
48 heures ou 72 heures apres lamiere exposition. Un Western blot a ZtZ rZalisZ " partir 8¢ § de protZines
pour dZtecter JNKet sa forme phosphorylZe. #€@buline est utilisZe comme contr™le de charge dans le
cytoplasme afin de vZrifier quOune quantitZ similaire d&mes ait Z& chargZe dans chaque puits. Les pistes
(TGF) correspondent ~ la stimulation avec du TGE (5 ng/m), constituant un contr™le posii la voie de
signalisation dZpendante @GF-! 1. Les cellules @ontr™|eE de cette stimulation sont reprZsentZes {ar. C
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Figure 111.17 : Analyse par Western blot du profil dOabondance de p44/p42 (ERK) et de sa
forme phosphorylZe p44/p42 (ERK-P) au cours du temps chez des fibroblastes apres 10

expositions subZtales auxJVB ou chez des fibroblastes non exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UV). Les cellules @ontr™IeB (CTL)n®nt pas ZtZ exposZasix UVB mais ont subles
memes conditions de culture. Les extractions protZiquéslds ont ZtZ effectuZes ~ 1, 2, 24, 48 et 72 heures
apres la dernisre exposition. Un Western blot a ZtZ rZalipartir de 15" g de protZines pour dZtecter les ERKs
et leur forme phosphory®Z L&tubuline est utilisZe comme contr™le de charge dans le cytoplasmdeafi
vZrifier quOune quantitZ similaire de protZines ait Ztfj&balans chaque puits. Les pistes (TGF) correspondent
" la stimulation avec du TGF 1 (5 ng/m), constituant un contr™pesitif de la voie de signalisation dZpendante
duTGF! 1. Les cellules @ontr™IeE de cette stimulation sont reprZsentZes par CTL.
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Figure 111.18 : Niveau relatif en ARNm de MMP2 chez des fibroblastes apres 10 expositions
sublZtales aux UVB a chez des fibroblastes non exposZs

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UVB). LOextraction dOARN a ZtZ effectuZe 72 heures apres lardezrposition.Les
ADNCc ont ZtZ rZtrotranscrits ~ partir de IOARN total puis aiZglipar RTPCR en temps rZel en utilisant des
amorces spZcifiques du gene MMP LOabondance de IDARNm de la GAPDH a ZtZ utilisZe comme ab®nda
de rZfZrence. és cellules @ontr™leE (CTL)n®nt pas ZtZ exposZesix UVB mais ont subi les memes
conditions de culture.

Figure 111.19 : Analyse par immunofluorescence du profil df)abgndance et de la localisation
cellulaire de MMP2 chez des fibroblastes apres 10 expositions-Kiibles aux UVB owhez

des fibroblastes non exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositiongpar jour(UVB). Les cellules @ontr™|eB (CTL)n®@nt pas ZtZ exposZasx UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. La localisation cellulaire gidiZe ~ 72 heures apres la derniere exposition aux
UVB. Les cellules sont repiquZes ~ une densitZ dedd® cellules par puitda veille du marquage en
immunofluorescence. Le lendemain, les celisontfixZes par le paraformaldZhyde 486is permZabilisZe par
le triton X-100 0.3%. MMPR2 est mis en Zvidence gr¥oce ~ IQutilisation dOun anticdgifigsie, luimeme
couplZ ~ un fluorochrome Zmettant dans le vert. Les images &eualisZes par mioscopie confocale. Les
noyaux colorZs au T®RO3 apparaissent en bleu.
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Figure I11.20 : Niveau relatif en ARNm de MMP-2 chez des fibroblastes 24 heures, 48

heures, 5 jours ou 7 jours apres la transfection.

Les fibroblastes AG04431 ont ZtZ transfectZs avec le siRNAPM ~ des concentrations de 20, 50 ou 100 nM
ou avec le siRNA CTL- " des concentrations de 20, 50 ou 100 nKdextraction dDARN a ZtZ effectuZe 24
heures, 48 heures, 5 jours ou 7 jours apres la transfecties. ADNc ont ZtZ rZtrotranscrits " partir de IDARN
total puis amplifiZs par RT-PCR en temps rZel utilisant desraes spZcifiques du gerdMP-2. LOabondance
de IOARNmM de la GAPDH a ZtZ utilisZe comme abondance denc&Ztees niveaux relatifs dOARN-m de
MMP-2 obtenus chez les cellules transfectZes avec le siRINA 6nt ZtZ mis ~ 100%.

Figure I11.21 : Niveau relatif en ARNm de MMP-2 chez des fibroblastes apres 10 expositions
sub-IZtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs

Les fibroblastes AG04431 ont ZtZ exposZs " une dose sub-#&50 mJ/cipendant 5 jours " raison de deux
expositions par jour (UVB). LOextraction dOARN a ZtZ e#fec?2 heures apres la derniere exposition. Les
ADNCc ont ZtZ rZtrotranscrits ~ partir de IOARN total puis l#idp par RT-PCR en temps rZel utilisant des
amorces spZcifiques du geméMP-2. LOabondance de IDARNm de la GAPDH a ZtZ utilisZe commeabend

de rZfZrence. Les cellules C contr™les E (CTL) nOont pagp@Zes aux UVB mais ont subi les memes
conditions de culture. Dans la condition DMF, les cellulest @tZ incubZes avec IOagent transfectant
(Dharmafect). Dans la condition sSiRNA CTL-, les celluleg @tZ transfectZes avec un siRNA qui ne reconna’t
rien. Dans la condition SIRNA MMP-2, les cellules ont ZthAsfactZes avec le SiRNA MMP-2 (50 nM).
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Figure 111.22: Proportions de cellules positives pour I0acti8iX ! -galactosidasé¥%) chez
des fibroblastes apres 10 expositions ddkales aux UVB ou chez des fibroblastes non
exposZs.

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UVB). Le marquage histochimique a ZtZ effectuZ 72 heures apres tiréeexposition.
Les cellules @ontr™I|eg (CTL)n®ntpas ZtZ exposZasax UVB mais ont subi les memes conditions de culture
Dans la condition DMF, les cellules ont ZtZ incubZes #agent transfectant (DharmafeBns la condition
SiRNA CTL-, les cellules ont ZtZ transfectZasecun siRNA qui ne sOapparie avec aucun ARNDans la
condition sSiRNA MMR2, les cellules ont ZtZ transfectZes avec le SiRNA NIM50 nM).
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Figure I11.23a: Niveau relatif en ARNm de IOapoJ chez des fibroblastes apres 10 expositions

sublZtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expostions par jour (UVB). LOextraction dOARN a ZtZ effectuZe 72 heures apres larderposition.Les
ADNCc ont ZtZ rZtrotranscrits ~ partir de IOARN total puis lfifip par RFPCR en temps rZel utilisant des
amorces spZcifiques du geapol LOabondanceedOARNmM de la GAPDH a ZtZ utilisZe comme abondance de
rZfZrence. ks cellules @ontr™l|e§ (CTL)n®@nt pas ZtZ exposZasx UVB mais ont subi les memes conditions

de culture. Dans la condition DMF, les cellules ont ZtZ ifasbavec IOagent transfec{@itarmafect)Dans la
condition siRNA CTL, les cellules ont ZtZ transfectZagecun siRNA qui ne sOapparie avec aucun ARNm
Dans la condition SIRNA MMP2, les cellules ont ZtZ transfectZes avec le SIRNA NMMBO nM).
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Figure 111.23b : Niveau relatifen ARNm de IQostZonectin chez des fibroblastes apres 10

expositions subZtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UVB). LOextraction dOARN a ZtZ effectuZe 72 heures apres lardesrposition.Les
ADNCc ont ZtZ rZtrotranscrits ~ partir de IOARN total puis lfidp par RFPCR en temps rZel utilisant des
amorces spZcifiques du germstZonectineLOabondance de IOARNfa la GAPDH a ZtZ utilisZe comme
abondance de rZfZrenceed cellules @ontr™IeE (CTL)n@nt pas ZtZ exposZesix UVB mais ont subi les
memes conditions de culture. Dans la condition DMF, lesule ont ZtZ incubZes avec IQagent transfectant
(Dharmagct). Dans la condition siRNA CT4, les cellules ont ZtZ transfectZagcun siRNA qui ne sOapparie
avec aucun ARNmDans la condition siRNA MMP2, les cellules ont ZtZ transfectZes avec le siRNA MMP
(50 NM).
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Figure 111.23c: Niveau relatif en ARNm d la fibronectine chez des fibroblastes apres 10

expositions subZtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UVB). LOextraction dOARN a ZtZ effectuZe 72 heures apres lardesrposition.Les
ADNCc ont ZtZ rZtrotranscrits ~ partir de IOARN total puis lfifp par RFPCR en temps rZel utilisant des
amorces spZcifiques du gerfibronectine LOabondance de IOARNm deGAPDH a ZtZ utilisZe comme
abondance de rZfZrenceed cellules @ontr™IeE (CTL)n@nt pas ZtZ exposZesix UVB mais ont subi les
memes conditions de culturddans la condition DMF, les cellules ont ZtZ incubZes aveeidaransfectant
(Dharmafect) Dans la condition siRNA CT4, les cellules ont ZtZ transfectZagcun siRNA qui ne sOapparie
avec aucun ARNmDans la condition siRNA MMP2, les cellules ont ZtZ transfectZes avec le siRNA MMP
(50 NM).
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Figure lll. 23d: Niveau relatif en ARNm du CTGEhez des fibroblastes apres 10 expositions
sublZtales aux UVB ou chez des fibroblastes non exposZs

Lesfibroblastes AG04431 ont ZtZ expesine dosesublZtalede 250 mJ/crhpendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UVB). LOextraction dOARa ZtZ effectuZe 72 heures apres la derniere exposities.
ADNCc ont ZtZ rZtrotranscrits ~ partir de IOARN total puis lfifip par RFPCR en temps rZel utilisant des
amorces spZcifiques du g*@TGF. LOabondance de IDARNm de la GAPDH a ZtZ utilisZe eatvondance de
rZfZrence. ks cellules @ontr™l|e§ (CTL)n®@nt pas ZtZ exposZasax UVB mais ont subi les memes conditions
de culture.Dans la condition DMF, les cellules ont ZtZ incubZes aveet®#&ansfectant (Dharmafechans la
condition siRNA CTL-, les cellules ont ZtZ transfectZagecun siRNA qui ne sOapparie avec aucun ARNm
Dans la condition SIRNA MMP2, les cellules ont ZtZ transfectZes avec le SIRNA NMMBO nM).



Figure Ill.24a: Analyse par immunofluorescence de IOabondance et decddisaion
cellulaire duTGF! 1 sous sa forme activel GF! 1) et sous sa forme latente (LAP) chez des
fibroblastes transfectZs avec le siRNA GTdt soumis ™ 10 expositions stldtales aux UVB

(UVB) ou non (CTL).

Les fibroblastes AG04431 ont Z&XposZ ~ une dose sulZtale de 250 mJ/cm2 pendant 5 jours " raison de deux
expositionspar jour (UVB). Les cellules OcontrolesO (CTL) nOont pasx@tsZ aux UVB mais ont subi les
memes conditions deulture. Le marquage est rZalisZ 72 heures dpreerniere eyosition Les cellules sont
repiquZes ~ une densitZ de @80 cellules par puits la veille du marquage. Le lendemain, #isles sont fixZes
par le paraformaldZhyde 4% GF!1 est dZtectZ gr%.ce un anticorps spZcifique couplZ ~ undiworoe
Zmettant dans le rouge: LAP est dZtectZ gr%.ce ~ un antipdgficgie couplZ ~ un fluorochrome Zmettant dans
le vert.



Figure 111.24b : Analyse par immunofluorescence de IQabocelaet de la localisation
cellulaire duTGF! 1sous sa forme activel GF! 1) et sous sa forme latente (LAP) chez des
fibroblastes transfectZs avec le sSiRNA MAPet soumis ~ 10 expositions stiitales aux

UVB (UVB) ou non (CTL).

Les fibroblastes AG04431 oitZexposZ ~ une dose sulZtale de 250 mJ/cm2 penddnjours ~ raison de deux
expositionspar jour (UVB). Les cellules OcontrolesO (CTL) nOont pasx@tédZaux UVB mais ont subi les
memes conditions deculture. Le marquage est rZalisZ 72 heures dareerniere expositionLes cellules sont
repiquZes ~ uneensitZ de 1900 cellules par puits la veille du marquage. Le lendemain, é&fsiles sont fixZes
par le paraformaldZhyde 4% GF!1 est dZtectZ gr%.ce un anticorps igide couplZ ~ un fluorochrome
Zmettant dans le rouge: LAP est dZtectZ gr¥ocantisorps spZcifique couplZ ~ un fluorochrome Zmettansdan

le vert.



Figure IV.1: Activation des Smads et des MAPKs par le TG-! et leurs interactions.
Apres activation des rZcepteurs alGF!, les RSmads activZes se lient ~ Smad4 et
transloquent dans le noyau oe ils agissent comme facteur de transcription contr™iZ. par
Zquilibre entre des eactivateurs transcriptionnels (&% ou des cerZpresseurs (GR). Les
trois MAPKs principales peuvent etre activZes par ®GF! dZpendamment ou
indZpendamment des Smads. Les MAPKSs, apres activation peGfe! ou dDautre stimuli
comme des facteurs de croissance ou des cytokinesnfleenmatoires, peuvent rZguler
|Oactivation des Smads par des phosphorylations directes ou par des molZctilieesffec
leurs sont en aval. Dans IQOexemple montrZ, Jun activZ et2AmBdulent [OactivitZ
transcriptionnelle des Smads par des contactstireu par modifications de I0Zquilibre des

phosphorylations entre les coactivateurs et les corZpresseurs transcript{danelaud and
Mauviel, 2005)



