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Etude du rôle des lysosomes et du cholestérol au cours de la 

différenciation des kératinocytes épidermiques (par Ralph Jans) 

La majorité des rôles protecteurs de l’épiderme, couche superficielle de la 
peau, sont garantis par les kératinocytes qui se différencient de manière 
progressive et terminale dans les couches suprabasales de ce tissu, dont le 
renouvellement est assuré par la prolifération de cellules-souches dans la 
couche basale. Toute perturbation des mécanismes qui contrôlent la 
prolifération et/ou la différenciation des kératinocytes conduit à des 
dysfonctionnements. Comprendre ces mécanismes reste donc un défi majeur 
pour la biologie cutanée. 

Plusieurs types cellulaires subissent l’exocytose de lysosomes quand il y a 
entrée d’ions calcium dans les cellules. Puisque les kératinocytes subissent 
une entrée de calcium au cours de leur différenciation, ces cellules 
pourraient exocyter des lysosomes dans ces circonstances. Un traitement de 
kératinocytes avec un ionophore induit en effet une sécrétion de la forme 
mature lysosomale de la cathepsine D, une libération de l’activité des 
enzymes lysosomales solubles cathepsine C et β-galactosidase, ainsi que 
l’apparition des protéines lysosomales membranaires Lamp-1 et Lamp-2 au 
niveau de la membrane plasmique. L’exocytose de lysosomes peut donc 
faire partie de la différenciation des kératinocytes, mais permet aussi à ces 
cellules de réparer des ruptures de la membrane plasmique. 

Puisque le cholestérol pourrait contrôler certaines voies de signalisation au 
cours de la différenciation des kératinocytes, nous avons analysé les effets 
d’une déplétion en cholestérol induite par un traitement avec la méthyl-β-
cyclodextrine sur le phénotype et la signalisation du kératinocyte. Cette 
déplétion induit une augmentation de l’expression de l’involucrine, 
marqueur de différenciation tardive, et une répression de l’expression de la 
kératine 10, marqueur de la différenciation précoce, et de la kératine 14, 
marqueur des kératinocytes non-différenciés. Ce traitement active le 
récepteur de l’EGF et HER2, ainsi que la MAP kinase p38 dont l’activation 
(en particulier l’activation de p38α) est responsable de l’augmentation de 
l’expression de l’involucrine. 

En résumé, nos observations suggèrent un nouveau rôle pour les lysosomes 
au cours de la différenciation des kératinocytes épidermiques, mais 
suggèrent surtout un rôle critique du cholestérol dans la régulation de ce 
processus. 

 



 

 

Role of lysosomes and cholesterol during the differentiation process of 

epidermal keratinocytes (by Ralph Jans) 

A major part of the protective role of the epidermis, superficial layer of the 
skin, is guaranteed by the keratinocytes that differentiate progressively and 
terminally in the suprabasal layers of this tissue. The renewal of the 
epidermis is performed by proliferating stem cells in the basal layer. 
Perturbation of the mechanisms that regulate the proliferation and/or the 
differentiation of keratinocytes leads to an invalid barrier function. 
Therefore, elucidating these mechanisms is a major challenge for skin 
researchers. 

In several cell types, lysosomes undergo exocytosis upon entry of calcium 
into the cells. Since keratinocytes are subjected to an entry of calcium during 
their differentiation in vivo, these cells could exhibit an exocytosis of 
lysosomes under these circumstances. The results presented in this work 
show that an incubation of keratinocytes with the calcium ionophore 
ionomycin triggers the secretion of the enzymatic activities of the lysosomal 
enzymes cathepsin C and β-galactosidase as well as the release of the 
lysosomal form of cathepsin D. This treatment also induces the appearance 
of the lysosomal membrane proteins Lamp-1 and Lamp-2 at the plasma 
membrane of keratinocytes. Exocytosis of lysosomes could be part of the 
keratinocyte differentiation process, but could also allow these cells to repair 
their plasma membrane upon disruption due to mechanical stresses. 

Since cholesterol could be involved in the regulation of several signal 
transduction pathways during keratinocyte differentiation, we have 
investigated the effects of a depletion of cholesterol on the keratinocyte 
phenotype and on selected signaling pathways. Cholesterol depletion was 
induced by incubating the cells with methyl-β-cyclodextrin. This treatment, 
followed by an inhibition of cholesterol neosynthesis using lovastatin, 
triggers an upregulation of the expression of involucrin, a late differentiation 
marker, and a downregulation of keratin 10 and keratin 14, which, 
respectively, are markers of early-differentiating and undifferentiated 
keratinocytes. Cholesterol depletion activates the membrane receptors EGFR 
and HER2 and the MAP kinase p38. Using the specific inhibitor PD169316, 
we demonstrate that the p38α isoform is responsible for the upregulation of 
involucrin during cholesterol depletion. In summary, our observations 
suggest a novel role for lysosomes during keratinocyte differentiation and 
indicate a critical role for cholesterol in the regulation of this process. 
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 Introduction générale 

1 La peau 

La peau constitue un des plus grands organes du corps humain, présentant en 

moyenne une surface de 1,7 m2 chez un individu adulte. La peau est 

constituée de trois zones: de l’extérieur vers l’intérieur, elle comporte 

l’épiderme, le derme et l’hypoderme (pour des revues sur le sujet, voir 

Eckert, 1989; Goldsmith, 1991; Eckert et al., 1997; Kanitakis, 2002). 

L’épiderme, d’origine ectodermique, est constitué majoritairement de 

kératinocytes qui s’organisent en couches jointives. Le derme est un tissu 

conjonctif richement vascularisé et innervé. Il est caractérisé par une matrice 

extracellulaire élastique. Au sein de cette matrice sont ancrées les annexes 

cutanées dérivées de l’épiderme, notamment les glandes sudoripares, les 

follicules pileux et les glandes sébacées. L’hypoderme comporte des lobules 

adipeux entravés de tissu conjonctif. Les composants de la peau confèrent 

quatre fonctions essentielles à  cet organe : 

• établir une barrière de protection entre l’organisme et son 

environnement notamment par la couche épidermique, qui résiste contre 

les agressions physiques, chimiques et biologiques ; 

• établir une sensibilité de l’organisme vis-à-vis de son environnement par 

la présence de terminaisons nerveuses; 

• réguler la température corporelle par l’intermédiaire du tissu adipeux 

sous-cutané (isolation thermique) et des glandes sudoripares (perte de 

calories) ; 
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• participer au métabolisme, notamment par la synthèse de vitamine D au 

niveau de l’épiderme ou le stockage de triglycérides au niveau de 

l’hypoderme. 

1.1 L’épiderme 

L’épiderme est un épithélium pavimenteux stratifié kératinisé (EPSK). 

Représentant environ 90% de la population cellulaire, le kératinocyte est le 

type cellulaire majoritaire de l’épiderme. D’autres types cellulaires sont 

présents dans ce tissu, comme des cellules dendritiques (cellules de 

Langerhans), des cellules associées au système nerveux (cellules de Merkel) 

et des cellules pigmentaires (mélanocytes). L’épiderme est classé en deux 

types différents en fonction de son épaisseur. Le corps humain est 

majoritairement recouvert d’un EPSK de type B (ou mince) dont l’épaisseur 

varie entre 75 et 150 μm. Les endroits qui subissent des forces de friction 

importantes comme la paume des mains et la plante des pieds sont 

recouvertes par un EPSK de type A (ou épais) qui présente une épaisseur 

comprise entre 400 et 600 μm. 

1.1.1 Le kératinocyte épidermique 

En partant de la couche qui repose sur le derme vers la couche la plus 

externe, les kératinocytes subissent un processus de différenciation qui 

permet la distinction morphologique de quatre couches superposées, les 

couches basale, épineuse, granuleuse et cornée (fig. I-1). 
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Fig. I-1 : (A) Observation en microscopie optique d’une coupe de peau 
humaine normale après coloration hématoxyline-érythrosine-safran ; (B) 
représentation schématique des kératinocytes au sein de l’épiderme d’après 
Eckert, 1989. 

La couche épidermique basale contient des kératinocytes cylindriques non 

différenciés attachés au derme au niveau de la jonction épidermo-dermique 

par des jonctions d’ancrage nommées hémidesmosomes et contacts focaux 

(Burgeson & Christiano, 1997). Les cellules basales adjacentes sont reliées 

au niveau de jonctions membranaires appelées jonctions adherens (Ishiko et 

al., 2003) et desmosomes (Ishii & Green, 2001) (fig. I-2). 
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Fig. I-2 : Schéma représentant les structures d’attache intercellulaires des 
kératinocytes de la couche épidermique basale ainsi que les structures 
d’attache au derme sous-jacent. 

Les kératinocytes de la couche épineuse forment 3 à 5 assises. Ces cellules 

sont plus grandes que les cellules de la couche basale et contiennent des 

faisceaux denses de filaments intermédiaires de kératine. En observant des 

coupes histologiques, l’abondance de desmosomes entre les kératinocytes 

donne lieu à une morphologie en épine des contours cellulaires, d’où le nom 

de couche épineuse. Les kératinocytes s’aplatissent au fur et à mesure qu’ils 

montent vers la couche granuleuse. Formée par 1 à 2 assises de kératinocytes 

aplatis, la couche granuleuse doit son nom au contenu des cellules en grains 

de kératohyaline. Les kératinocytes de la couche granuleuse contiennent 

également des corps lamellaires ou corps d’Odland, qui sont des vésicules 

d’origine golgienne remplies de lamelles lipidiques composées 

majoritairement de glucosylcéramides et de sulfate de cholestérol, mais aussi 

d’un mélange d’hydrolases lysosomales comme par exemple la lipase acide 

(Freinkel & Traczyk, 1985; Menon et al., 1992b; Vielhaber et al., 2001). 

A ce niveau, les membranes plasmiques des kératinocytes contiennent des 

jonctions étanches de type tight (pour une revue, voir Morita & Miyachi, 
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2003). Avant de parvenir à la couche cornée, les kératinocytes subissent des 

modifications importantes. Les cellules s’aplatissent davantage, les organites 

cellulaires sont détruits par action enzymatique et le noyau devient 

pycnotique. Les filaments de kératine sont agrégés dans le cytosol par la 

filaggrine issue des grains de kératohyaline, tandis que d’autres protéines 

comme l’involucrine (Warhol et al., 1985) ou la loricrine et bien d’autres 

(Steinert & Marekov, 1995) sont conjuguées par la transglutaminase 1 pour 

former une enveloppe cornée sous-jacente à la membrane plasmique (Rice & 

Green, 1979; Michel & Demarchez, 1988). Les corps lamellaires fusionnent 

avec la membrane plasmique et déversent leur contenu dans l’espace 

extracellulaire. L’épaisseur de la couche cornée est variable selon la région 

corporelle. Au niveau de cette couche, les kératinocytes sont morts et 

appelés cornéocytes. 80% du contenu des cornéocytes est constitué par des 

kératines agrégées qui sont entourés par l’enveloppe cornée. A la surface du 

tissu, les cornéocytes perdent leurs liaisons intercellulaires et se détachent 

progressivement du tissu, donnant lieu au phénomène de desquamation. 

1.1.2 Le mélanocyte 

Les mélanocytes sont des cellules issues des crêtes neurales et qui se 

localisent dans la couche basale de l’épiderme au cours du développement. 

Ces cellules sont responsables de la synthèse et de la maturation de la 

mélanine à l’intérieur des mélanosomes, qui sont des organites spécialisés 

apparentés aux lysosomes (Orlow, 1995). Ces mélanosomes sont transférés 

aux kératinocytes voisins où ils sont dispersés dans le cytoplasme, afin de 

garantir la photoprotection du tissu épidermique (pour une revue, voir 

Seiberg, 2001). 
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1.1.3 La cellule de Langerhans 

Les cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques localisées au 

niveau des couches épidermiques basale et épineuse. Elles forment un réseau 

de cellules immunitaires chargées de présenter des antigènes exogènes au 

système lymphocytaire. Les cellules de Langerhans constituent ainsi la 

surveillance immunitaire de l’épiderme (pour une revue, voir Jakob et al., 

2001). 

1.1.4 La cellule de Merkel 

Les cellules de Merkel sont originaires de la crête neurale et localisées au 

niveau de la couche épidermique basale. Ces cellules constituent des 

récepteurs qui, suite à une stimulation mécanique, transmettent ce signal à 

des fibres nerveuses (pour une revue, voir Halata et al., 2003). 

1.1.5 Les annexes épidermiques et le derme 

Les annexes épidermiques, c’est-à-dire les ongles, les follicules pileux, les 

glandes sudoripares et sébacées sont ancrées dans le derme. Le derme est un 

tissu conjonctif composé de fibroblastes et d’une matrice extracellulaire 

abondante, contenant des fibres de collagène, des fibres élastiques ainsi que 

des glycoprotéines et des protéoglycanes. Le derme est parcouru par de 

nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques, ainsi que par des fibres 

nerveuses. 

Le derme s’organise en deux structures différentes. Le derme superficiel ou 

papillaire, qui suit les circonvolutions de la couche basale épidermique, est 

un tissu conjonctif lâche riche en fibroblastes, en terminaisons nerveuses et 

en vaisseaux sanguins. Les cellules épidermiques sont nourries par diffusion 

de nutriments à partir des vaisseaux sanguins de ce tissu. Situé entre le 
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derme superficiel et l’hypoderme, le derme profond ou réticulaire est un 

tissu conjonctif dense pauvre en cellules et constitué d’épaisses fibres de 

collagène et de fibres élastiques. 

1.1.6 La jonction épidermo-dermique 

Au niveau des kératinocytes de la couche basale, l’épiderme est ancré au 

derme par la jonction épidermo-dermique ou lame basale (pour une revue, 

voir Burgeson & Christiano, 1997). Cette structure d’environ 100 nm 

d’épaisseur comporte quatre régions différentes. En partant de l’épiderme 

vers le derme, le pôle basal des kératinocytes contient les hémidesmosomes 

et les contacts focaux. Ces complexes protéiques constituent les points 

d’attache respectivement des filaments intermédiaires de kératine et des 

filaments d’actine avec les molécules de laminines de la lamina lucida sous-

jacente. La lamina densa est une région qui relie ces laminines au collagène 

IV. Au niveau du derme superficiel, la lamina densa est attachée à des 

plaques d’ancrage composés de collagène VII. La jonction épidermo-

dermique est d’une importance capitale pour la physiologie des kératinocytes 

épidermiques. Cette structure définit en effet la polarité de ces cellules, mais 

régule aussi la prolifération et de ce fait la migration et la différenciation des 

kératinocytes. 

Au niveau de la jonction épidermo-dermique, la laminine 5 (synonymes : 

épiligrine, nicéine, kalinine) participe à l’attachement de l’épiderme sur le 

derme par la liaison aux intégrines α3β1 et α6β4 des kératinocytes basaux 

(Rousselle et al., 1991; Nishiyama et al., 2000). 

1.1.7 L’hypoderme 

L’hypoderme est un tissu conjonctif cellulaire adipeux situé sous le derme. 

Ce tissu richement vascularisé contient en effet des lobules adipeux séparés 
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par des travées conjonctives. L’hypoderme intervient dans le stockage 

énergétique sous forme de triglycérides et assure également une protection 

thermique et mécanique. 

2 La différenciation épidermique 

2.1 Définition 

Le terme ‘différenciation’ possède plusieurs significations lorsqu’il est 

appliqué aux kératinocytes épidermiques, pouvant mener à confusion (Watt, 

1989). Dans le contexte du développement embryonnaire, la différenciation 

épidermique indique le processus du développement de la monocouche 

ectodermique en un épiderme fonctionnel à plusieurs couches. Dès le 

développement complet de l’épiderme, ce tissu est soumis à un 

renouvellement constant. La desquamation des kératinocytes au niveau de la 

couche cornée exige en effet le renouvellement de la population cellulaire de 

l’épiderme pour garantir l’homéostasie du tissu. Cette homéostasie est 

garantie par la prolifération de cellules souches au niveau de la couche 

basale épidermique. En passant par les couches suprabasales, les cellules-

filles de ces cellules souches suivent le programme de différenciation 

épidermique. 

2.2 Etapes-clé de la différenciation épidermique 

2.2.1 La prolifération et la différenciation précoce 

Les kératinocytes de la couche basale de l’épiderme sont 

morphologiquement homogènes, mais fonctionnellement hétérogènes. Les 

cellules souches sont caractérisées par une expression élevée d’intégrines de 

type β1, mais aussi de type α6, et par un potentiel de division lent, mais 

illimité, ce qui les rend responsables du renouvellement continu de 
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l’épiderme au cours de la vie (Kaur & Li, 2000; Lavker & Sun, 2000; Watt 

& Hogan, 2000; Watt, 2001). Ces cellules souches donnent naissance aux 

cellules amplificatrices transitoires montrant une plus faible expression 

d’intégrines β1 et α6. Ces cellules sont dotées d’une capacité mitotique 

rapide mais limitée (Jensen et al., 1999). Le détachement de la lame basale 

des cellules amplificatrices transitoires marque le début du processus de 

différenciation de ces cellules dans les couches suprabasales (Hotchin et al., 

1995). 

Les intégrines sont des protéines-récepteurs transmembranaires composées 

de sous-unités α et β. La coopération entre les deux sous-unités permet aux 

intégrines de se lier à différents ligands, dont certaines protéines de la 

matrice extracellulaire. Dans l’épiderme normal, l’expression des intégrines 

est réservée à la couche basale (pour une revue, voir Watt, 2002a). A ce 

niveau, les intégrines α6β4 sont des composants des hémidesmosomes et 

lient les kératinocytes à la laminine 5 au niveau de la jonction épidermo-

dermique. Les autres intégrines les plus exprimées par les kératinocytes sont 

l’intégrine α2β1, qui se lie au collagène IV, et l’intégrine α3β1, qui se lie 

comme l’intégrine α6β4 à la laminine 5. Lors de l’entrée en contact avec 

leurs ligands, les intégrines de type β1 s’agrègent en structures nommées 

contacts focaux. Ces structures sont composées des intégrines, leurs ligands 

et de plusieurs protéines cytoplasmiques, dont une partie permettent 

l’ancrage des filaments d’actine sur les contacts focaux (Wehrle-Haller & 

Imhof, 2002). D’autres protéines associées aux contacts focaux sont des 

protéines de signalisation, qui permettent aux intégrines de communiquer 

l’état de l’adhérence à la matrice extracellulaire au kératinocyte (Schaller et 

al., 1992). Lorsque les kératinocytes de la couche épidermique basale se 
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détachent de la lame basale, les intégrines de type β1 sont endocytées et 

dégradées dans les lysosomes des kératinocytes (Hotchin et al., 1995). 

En plus de l’expression d’intégrines spécifiques, les kératinocytes de la 

couche basale se caractérisent par l’expression d’une paire spécifique de 

filaments intermédiaires de kératine, notamment les kératines 5 et 14 

(Moll et al., 1982). Les kératines sont des protéines fibreuses formées 

d’hélices α et classées en kératines acides, ou de type I (1 à 8) et en kératines 

basiques, ou de type II (9 à 20) (Steinert et al., 1985; Albers & Fuchs, 1992). 

Une kératine acide et une kératine basique forment une unité de base 

hétérodimérique qui résulte de l’enroulement de la région en hélice α des 

deux kératines. Deux dimères s’alignent en position tête-bêche pour former 

une unité tétramérique de 70 nm de longueur. L’assemblage de tétramères 

forme de manière successive le protofilament, dont l’assemblage forme les 

protofibrilles, qui à leur tour forme le filament intermédiaire d’une épaisser 

de 10 nm (Steven et al., 1983; Coulombe & Fuchs, 1990; Steinert et al., 

1993). Selon le stade de différenciation des kératinocytes, les kératines 

épidermiques peuvent représenter de 30% à 85% des protéines cellulaires. 

Au niveau de la couche basale, les filaments intermédiaires de kératine sont 

attachés aux hémidesmosomes des kératinocytes pour assurer l’adhérence à 

la matrice extracellulaire au niveau de la jonction épidermo-dermique, par 

l’intermédiaire de l’intégrine α6β4. Dans toutes les couches épidermiques, 

les filaments intermédiaires sont reliés aux desmosomes pour assurer la 

cohésion intercellulaire. Les différentes kératines épidermiques montrent un 

profil d’expression qui permet de classer les kératinocytes selon la 

localisation histologique et l’état de différenciation (Moll et al., 1982). En 

effet, une fois que les kératinocytes amplificateurs transitoires migrent dans 

la couche épineuse épidermique, l’expression des kératines 5 et 14 est 

arrêtée en faveur de l’expression des kératines suprabasales 1 et 10. 
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Les kératinocytes de la couche épineuse contiennent de nombreux 

desmosomes (fig. I-3), garantissant la cohésion intercellulaire de cette 

couche. 

 

Fig. I-3 : Représentation schématique des principaux constituants d’un 
desmosome. 
Les desmosomes sont des structures symétriques reliant les filaments intermédiaires de 
kératine de kératinocytes adjacents. Ces filaments s’attachent aux protéines desmogléine et 
desmocolline, appelées cadhérines, par l’intermédiaire de la desmoplakine, de la plakophiline 
et de la plakoglobine. L’interaction des cadhérines dans l’espace intercellulaire dépend de la 
présence d’ions calcium (Ishii & Green, 2001). 

2.2.2 La différenciation épidermique tardive et 
terminale 

Au niveau de la couche granuleuse, les kératinocytes s’aplatissent et se 

disposent de manière parallèle à la surface cutanée. Les cellules de la couche 

granuleuse produisent de nombreux grains de kératohyaline, composés 

principalement de la profilaggrine d’environ 300 kDa, qui est une protéine 

phosphorylée riche en résidus histidine et représente le précurseur de la 

filaggrine (Ishida-Yamamoto et al., 1999). Les cellules contiennent 

également des vésicules d’origine golgienne nommées corps lamellaires ou 

corps d’Odland, apparaissant dans la couche épineuse supérieure. Ces 

organites spécialisés contiennent des lamelles lipidiques composées 

majoritairement de glucosylcéramides et de sulfate de cholestérol, mais aussi 

un mélange d’hydrolases lysosomales (Freinkel & Traczyk, 1985; Menon et 
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al., 1992b; Vielhaber et al., 2001). Grâce à cette dernière propriété, les corps 

lamellaires ont été considérés comme des lysosomes spécialisés. Au niveau 

de la couche granuleuse, les cellules expriment les protéines précurseurs 

de l’enveloppe cornée, comme l’involucrine (Warhol et al., 1985), la 

loricrine, les protéines small proline-rich (SPR), la cystatine α et la skin-

derived anti-leukoprotease (SKALP), aussi appelée élafine (Steinert & 

Marekov, 1995). La transglutaminase 1 qui constitue l’enzyme de 

conjugaison de ces protéines au niveau de la transition entre les couches 

granuleuse et cornée est également exprimée à ce niveau. 

L’involucrine est une protéine possédant un poids moléculaire de 68 kDa. 

La structure de la protéine comporte un domaine central riche en résidus 

glutamine (Eckert & Green, 1986), qui sont impliqués dans la formation de 

liaisons covalentes avec d’autres protéines précurseurs de l’enveloppe 

cornée par l’intermédiaire de la transglutaminase épidermique (Steinert & 

Marekov, 1995). Le gène de l’involucrine a été localisé sur le chromosome 

1q21. En plus de l’involucrine, cette région comporte plusieurs gènes dont 

les produits sont associés avec les étapes tardives de la différenciation 

épidermique, comme par exemple la loricrine ou la filaggrine (Volz et al., 

1993). 

Le promoteur de l’involucrine a été caractérisé en détail. Plusieurs auteurs 

ont notamment identifié les éléments de réponse qui induisent l’expression 

génique de l’involucrine suite à un traitement de kératinocytes avec des 

esters de phorbol (Takahashi & Iizuka, 1993; Efimova & Eckert, 2000; 

Dashti et al., 2001a; Crish et al., 2002; Efimova et al., 2002; Efimova et al., 

2003), avec des concentrations élevées (2 mM) en calcium (Lopez-Bayghen 

et al., 1996; Bikle et al., 2001) ou avec la vitamine D (Bikle et al., 2002). 

L’AP-1 est un facteur de transcription formé par la dimérisation de produits 

 



Introduction générale 25 

de la famille des oncogènes fos et jun (Rauscher et al., 1988). Le promoteur 

de l’involucrine possède cinq sites de reconnaissance pour l’AP-1, mais 

seulement les sites proximal et distal répondent aux esters de phorbol 

(Welter et al., 1995) tandis que seul le site distal répond à une élévation de la 

concentration en calcium (Ng et al., 2000).  Le site AP-1 situé dans la région 

régulatoire distale du promoteur de l’involucrine est nécessaire pour 

l’expression épidermique normale de cette protéine (Crish et al., 1998; Crish 

et al., 2002). 

A l’interface entre les couches granuleuse et cornée, les kératinocytes 

subissent d’importantes modifications. Les cellules suivent un programme de 

mort cellulaire progressive, caractérisé par la pycnose du noyau ainsi que la 

lyse des organites subcellulaires. L’entrée d’ions calcium dans les cellules 

induit l’activation de la transglutaminase 1, provoquant la synthèse 

d’enveloppes cornées en conjuguant des protéines comme l’involucrine, la 

loricrine et les protéines SPR en-dessous de la membrane plasmique. Il y a 

également déphosphorylation et clivage de la profilaggrine pour former la 

filaggrine, dont la forme mature a un poids moléculaire de 37 kDa. Cette 

filaggrine catalyse la formation de ponts disulfure entre les filaments 

intermédiaires, engendrant un réseau dense de filaments de kératine. La 

filaggrine est ensuite dégradée en peptides et acides aminés qui sont 

impliqués dans l’hydratation des couches épidermiques supérieures 

(Presland et al., 2000). Les kératinocytes de la couche cornée sont des 

cellules mortes constituées à 95% de protéines complexées et pouvant être 

comparées à des briques. En microscopie électronique, on peut observer 

l’exocytose de corps lamellaires à l’interface entre les couches granuleuse 

et cornée, libérant les lamelles lipidiques et les enzymes lysosomales dans 

l’espace extracellulaire. A ce niveau, le pH épidermique est acide (±5) 

(Ohman & Vahlquist, 1994), constituant un environnement dans lequel 
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l’activité des enzymes lysosomales est optimale. Les glucosylcéramides sont 

transformés en céramides par la β-glucocérébrosidase (Takagi et al., 1999; 

Hamanaka et al., 2002). Cette transformation des lipides est nécessaire pour 

garantir la formation d’une barrière lipidique imperméable. Les lipides 

sécrétés et transformés s’attachent de manière covalente à l’involucrine de 

l’enveloppe cornée, formant ainsi le ciment entre les briques constituées par 

les kératinocytes de la couche cornée (Lazo & Downing, 1999). D’autres 

enzymes lysosomales, comme par exemple la cathepsine D (Horikoshi et al., 

1999), peuvent se retrouver dans l’espace intercellulaire de la couche cornée 

et dégrader les desmosomes, favorisant dès lors la desquamation des 

kératinocytes à la surface de l’épiderme. 

2.2.3 Caractérisation du phénotype des kératinocytes 
épidermiques à l’aide de l’expression de marqueurs 
de différenciation 

Comme décrit dans les deux paragraphes précédents, le phénotype des 

kératinocytes est modifié de manière importante au cours de la 

différenciation épidermique. Le phénotype des kératinocytes peut être classé 

selon l’expression de certains gènes, permettant d’identifier des cellules non 

différenciées, des cellules en différenciation précoce ainsi que des cellules en 

différenciation tardive. Les cellules non différenciées de la couche 

épidermique basale expriment les kératines 5 et 14 (Moll et al., 1982). 

L’expression de ces kératines est éteinte en faveur des kératines 1 et 10 lors 

de l’entrée des kératinocytes en différenciation au niveau de la couche 

épineuse (fig. I-4). Les étapes tardives de ce processus sont notamment 

caractérisées au niveau de la couche épineuse supérieure et au niveau de la 

couche granuleuse par l’induction de l’expression de l’involucrine (Eckert & 

Green, 1986). 
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Fig. I-4 : Représentation schématique de la régulation de l’expression des 
kératines 5 et 14, des kératines 1 et 10 et de l’involucrine au cours de la 
différenciation épidermique. 

2.3 Intervention des lysosomes et de composants 
lysosomaux au cours de la différenciation 
épidermique 

Dans cette section, nous présentons les lysosomes et nous précisons les rôles 

évoqués pour ces organites au cours de la différenciation des kératinocytes 

épidermiques. 

2.3.1 Les lysosomes 

Les lysosomes constituent le principal compartiment de dégradation des 

cellules eucaryotes (pour des revues, voir Kornfeld & Mellman, 1989). Ces 

organites sont limités par une membrane à bicouche phospholipidique dans 

laquelle sont insérées plusieurs protéines membranaires spécifiques. La 

fonction de dégradation est assurée par les enzymes contenues dans la 

lumière des lysosomes. Ces enzymes sont regroupées sous le terme 

d’hydrolases acides. 

2.3.2 Les protéines lysosomales 

2.3.2.1 Les protéines lysosomales solubles 

Une cinquantaine d’hydrolases lysosomales ont été identifiées (pour une 

revue, voir von Figura & Hasilik, 1986). Ces enzymes sont capables de 
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dégrader la majorité des macromolécules biologiques. Les acides nucléiques 

sont dégradés par des nucléases, les lipides par des lipases, les 

polysaccharides par des glycosidases, et les protéines par des protéases (voir 

tableau I-I pour une classification des hydrolases citées dans cette étude). 

Les enzymes lysosomales sont toutes solubles sauf la β-glucocérébrosidase 

qui est ancrée dans la membrane. 
Protéases Glycosidases Lipases 
cathepsine B β-galactosidase β-glucocérébrosidase 
cathepsine C β-glucocérébrosidase  
cathepsine D hyaluronidase  
cathepsine L   
cathepsine S   

Tableau I-I : Hydrolases lysosomales citées dans notre travail. 
La β-glucocérébrosidase est classée dans les glycosidases et les lipases parce qu’elle 
hydrolyse la liaison entre glucose et céramide des glucosylcéramides. 

Au cours de la biosynthèse des enzymes lysosomales solubles, le transport 

des enzymes vers les lysosomes peut être effectué par l’intermédiaire de 

deux mécanismes différents (pour des revues, voir Erickson, 1989; Kornfeld 

& Mellman, 1989). Le mécanisme le mieux caractérisé implique la voie 

dépendante du mannose 6-phosphate (Man 6-P), mais certaines enzymes 

semblent être capable de suivre une voie indépendante du mannose 6-

phosphate pour atteindre les lysosomes. Les enzymes qui suivent la voie 

dépendante du Man 6-P sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique, 

et subissent l’ajout d’oligosaccharides N-liés de façon cotraductionnelle. Les 

chaînes oligosaccharidiques de type haut-mannose ou hybride sont modifiées 

dans l’appareil de Golgi par l’action d’une phosphotransférase (UDP-

GlcNAc, enzyme lysosomale N-acétylglucosamine-1-phosphotransférase), 

qui effectue le transfert d’un groupement N-acétylglucosamine-1-phosphate 

sur le carbone en position 6 des résidus mannose des oligosaccharides N-liés 

(Bao et al., 1996). Dans le réseau transgolgien, une enzyme de démasquage 

 



Introduction générale 29 

(N-acétylglucosamine-1-phosphodiester-N-acétylglucosaminidase) rompt la 

liaison entre la N-acétylglucosamine et le phosphate, dévoilant ainsi les 

résidus Man 6-P (Rohrer & Kornfeld, 2001). 

Au niveau du réseau transgolgien, le signal Man 6-P est reconnu par deux 

récepteurs du Man 6-P, le CI-MPR (cation-independent Man 6-P receptor) 

et le CD-MPR (cation-dependent Man 6-P receptor) (pour une revue, voir 

Dahms & Hancock, 2002). Les enzymes lysosomales liées aux MPR quittent 

le réseau transgolgien dans des vésicules recouvertes de clathrine, protéine 

fibreuse établissant un réseau autour de la vésicule. Auparavant, on pensait 

que les interactions entre les queues cytoplasmiques des MPRs et le 

complexe de protéines adaptatrices AP-1 permettaient l’assemblage des 

couvertures de clathrine sur les vésicules bourgeonnant à partir du réseau 

transgolgien (Dell'Angelica & Payne, 2001). Bien qu’un rôle d’AP-1 ne 

puisse être exclu, des études récentes suggèrent que des membres de la 

famille des protéines GGA (Golgi-localized, γ ear-containing, ARF-binding) 

plutôt que l’AP-1 constituent la liaison entre MPRs et clathrine (pour une 

revue, voir Bonifacino, 2004). Lorsque les MPRs parviennent aux 

endosomes, la liaison entre les enzymes et les récepteurs du Man 6-P est 

rompue par le pH acide qui règne dans ces vésicules. Les récepteurs du Man 

6-P sont recyclés vers le réseau transgolgien, tandis que les enzymes 

continuent leur acheminement vers les lysosomes. 

Signalons qu’une augmentation du pH intravésiculaire par l’intermédiaire de 

molécules comme par exemple le chlorure d’ammonium (NH4Cl) empêche 

la rupture de la liaison du récepteur du Man 6-P à l’enzyme lysosomale, 

induisant progressivement une saturation des récepteurs et l’arrêt du 

recyclage des récepteurs vers le réseau transgolgien (Gonzalez-Noriega et 

al., 1980; Maxfield, 1982). Dans ce cas, les enzymes destinées au transport 
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par la voie dépendante du Man 6-P ne sont plus pris en charge par les 

récepteurs du Man 6-P. Ces enzymes peuvent alors suivre la voie de la 

sécrétion classique pour être sécrétées dans l’espace extracellulaire ou suivre 

une voie indépendante du Man 6-P pour être transportées aux lysosomes 

(Capony et al., 1989; Capony et al., 1994). 

Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer le transport des 

enzymes vers les lysosomes (pour une revue, voir Mullins & Bonifacino, 

2001). A partir des vésicules de transport émergeant du Golgi, des organites 

faisant partie des voies d’endocytose et de sécrétion (endosomes précoces, 

vésicules de transport endosomales ou corps multivésiculaires, endosomes 

tardifs) peuvent intervenir dans la biogénèse des lysosomes. Lors du 

processus hypothétique de maturation, les endosomes précoces sont 

transformés en endosomes tardifs, puis en lysosomes par l’intermédiaire 

d’un échange vésiculaire avec l’appareil de Golgi. La seconde hypothèse met 

en jeu un transport vésiculaire entre les endosomes, les lysosomes et des 

compartiments stables comme l’appareil de Golgi, par l’intermédiaire de 

vésicules de transport endosomales. La troisième hypothèse est appelée kiss-

and-run et propose l’existence de fusions et de fissions répétées entre 

endosomes et lysosomes pour l’échange de matériel. La quatrième hypothèse 

étend l’hypothèse précédente en proposant l’existence d’organites hybrides 

issus de la fusion entre endosomes et lysosomes. Ces organites hybrides 

reformeraient ensuite des lysosomes suite à un processus de condensation. 

L’existence d’une ou plusieurs voies indépendantes du Man 6-P a été 

proposée lorsqu’il a été trouvé que certaines enzymes lysosomales peuvent 

être correctement ciblées vers les lysosomes quand les enzymes ne peuvent 

pas suivre la voie dépendante du Man 6-P (Sly, 2000). Les mécanismes des 

voies indépendantes du Man 6-P sont encore mal connus, mais le transport 
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via ces voies pourrait faire intervenir une association membranaire 

transitoire indépendante du Man 6-P. Une telle association a en effet été 

mise en évidence au cours du transport de la cathepsine C (Burge et al., 

1991) et de la cathepsine D (Diment et al., 1988; Rijnboutt et al., 1991a; 

Rijnboutt et al., 1991b; Capony et al., 1994) vers les lysosomes. 

2.3.2.2 Les protéines lysosomales membranaires 

Plusieurs protéines membranaires ont été identifiées spécifiquement au 

niveau de la membrane lysosomale (pour des revues, voir Fukuda, 1991; 

Fukuda, 1994; Eskelinen et al., 2003). L’acidité des lysosomes est générée 

par une H+/ATPase située au niveau de la membrane lysosomale. Cette 

enzyme promeut la translocation de protons dans la lumière lysosomale par 

l’intermédiaire du clivage d’une molécule d’ATP. Le transport de 

métabolites de la lumière lysosomale vers le cytosol est assuré par plusieurs 

transporteurs membranaires. 

Plus de la moitié des protéines lysosomales membranaires est constituée par 

des glycoprotéines d’un poids moléculaire situé entre 90 et 120 kDa qui 

présentent un petit domaine cytoplasmique, un domaine transmembranaire et 

un grand domaine luminal portant un nombre important de chaînes 

oligosaccharidiques, dont majoritairement des chaînes de N-

acétyllactosamine. Les représentants majeurs de ce type de protéines sont les 

lysosome-associated membrane proteins (Lamp) 1 et 2 (Mane et al., 1989) 

(voir tableau I-II pour un résumé des glycoprotéines lysosomales 

membranaires identifiées jusqu’à présent). 
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Nom Synonymes 
Lamp-1 CD107a, Limp III, lgp120, lgp107, LEP100
Lamp-2 CD107b, lgp110, lgp96, Limp IV 
CD63 Lamp-3, Limp I, ME491 
Limp 2 lgp85, Limp II 

Tableau I-II : Glycoprotéines de la membrane lysosomale (Fukuda, 1991; 
Fukuda, 1994; Eskelinen et al., 2003) 
Des noms différents ont été attribués aux glycoprotéines lysosomales membranaires en 
fonction de l’espèce dans lequelle elles ont été identifiées. Par exemple, Lamp-1 désigne la 
protéine humaine tandis que lgp120 désigne la protéine homologue de rat (Lewis et al., 1985) 
(Lamp=lysosome-associated membrane protein, CD=cluster of differentiation, 
Limp=lysosomal integral membrane protein, lgp=lysosomal glycoprotein, LEP=lysosomal, 
endosomal, plasma membrane protein, ME=melanoma-associated antigen)  

Biosynthèse des Lamps. Les Lamps sont synthétisées dans le réticulum 

endoplasmique, où elles sont cotraductionnellement glycosylées et insérées 

en membrane. Ensuite, ces protéines traversent l’appareil de Golgi et sont 

transportées aux lysosomes. Il est relativement bien établi que le transport 

lysosomal des Lamps dépend de la séquence et de l’emplacement d’un motif 

peptidique basé sur la présence d’une tyrosine dans le domaine 

cytoplasmique (Williams & Fukuda, 1990; Guarnieri et al., 1993; Honing et 

al., 1996; Hunziker & Geuze, 1996; Rohrer et al., 1996). Les Lamps peuvent 

être transportés directement à partir du réseau transgolgien vers les 

lysosomes dans des vésicules recouvertes de clathrine du même type que les 

vésicules servant à transporter des enzymes lysosomales solubles (Honing et 

al., 1996; Ohno et al., 1996). Plus récemment, un type de vésicules différent 

pouvant transporter les Lamps vers les lysosomes a été identifié (Karlsson & 

Carlsson, 1998). Le complexe adaptateur AP-3 peut médier le transport 

lysosomal des Lamps (Le Borgne et al., 1998). Il manque cependant 

plusieurs informations pour établir des hypothèses plus concrètes sur le 

transport lysosomal intracellulaire des Lamps.  
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Le transport indirect des Lamps vers les lysosomes fait intervenir le transport 

des protéines à partir du réseau transgolgien vers la membrane plasmique, 

suivi d’un transport de la membrane plasmique vers le compartiment 

endolysosomal par endocytose (Lippincott-Schwartz & Fambrough, 1987; 

Williams & Fukuda, 1990; Nabi et al., 1991; Mathews et al., 1992). Ce 

transport indirect vers les lysosomes ne s’applique aux Lamps que dans des 

conditions inhabituelles, par exemple lorsque les Lamps sont surexprimées 

ou lorsque le motif peptidique responsable du ciblage lysosomal a été muté. 

Dans ces cas, une certaine proportion des Lamps apparaît au niveau de la 

membrane plasmique et suit ensuite la voie de l’endocytose pour aboutir aux 

lysosomes (Harter & Mellman, 1992; Honing & Hunziker, 1995). Une 

apparition de Lamp-1 au niveau de la membrane plasmique a également été 

détectée dans des phénotypes cellulaires particuliers, par exemple dans des 

plaquettes sanguines activées (Febbraio & Silverstein, 1990), mais aussi 

dans des cellules de carcinome embryonnaire murin suite à l’induction de la 

différenciation (Amos & Lotan, 1990). 

L’expression des Lamps est ubiquitaire (Eskelinen et al., 2003). Dans notre 

travail de mémoire de licence, nous avons montré que les kératinocytes 

épidermiques expriment Lamp-1 et Lamp-2 (Jans, 1999). 

Fonctions des Lamps. Depuis la découverte des Lamps, l’opinion générale 

a été que les Lamps pourraient protéger la membrane lysosomale contre la 

dégradation enzymatique grâce aux chaînes oligosaccharidiques, puisque les 

chaînes oligosaccharidiques portées par Lamp-1 et Lamp-2 les protègent 

contre l’hydrolyse intralysosomale (Kundra & Kornfeld, 1999; Eskelinen et 

al., 2003). Lamp-2 peut jouer un rôle de récepteur pour médier l’autophagie, 

c’est-à-dire le transport de protéines endogènes aux lysosomes (voir § 2.3.3 

et Cuervo & Dice, 1998). Tandis que des souris knock-out pour le gène de 
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Lamp-1 sont viables et fertiles (Andrejewski et al., 1999), des souris knock-

out pour le gène de Lamp-2 présentent une mortalité élevée et des anomalies 

sévères dues à l’accumulation de vacuoles d’autophagie dans les cellules 

musculaires striées et cardiaques (Tanaka et al., 2000). De manière similaire 

à ces souris, on a observé une accumulation de vésicules d’autophagie dans 

les cellules musculaires striées et cardiaques de sujets atteints par la maladie 

de Danon. Cette pathologie héréditaire humaine est liée à des mutations dans 

le gène de Lamp-2 (Nishino et al., 2000). Notons que dans le rat normal, une 

activité autophagique a été détectée dans les tissus musculaires (Bahro et al., 

1992). Il est dès lors possible que l’autophagie médiée par Lamp-2 soit 

nécessaire pour le bon fonctionnement des cellules musculaires striées et 

cardiaques en conditions normales (Eskelinen et al., 2002). 

2.3.3 Mécanismes de transport du matériel à dégrader 
vers les lysosomes 

L’endocytose permet le transport de matériel extracellulaire et de 

composants de la membrane plasmique aux lysosomes. L’endocytose 

dépendante de la clathrine par l’intermédiaire de récepteurs membranaires 

est le mécanisme le mieux caractérisé parmi les multiples mécanismes 

endocytotiques identifiés jusqu’à présent (pour une revue, voir Gruenberg, 

2001). Au niveau de la membrane plasmique, les complexes ligand-récepteur 

sont endocytés dans des vésicules recouvertes de clathrine. Ces vésicules 

sont transportées aux endosomes précoces, situés à proximité de la 

membrane plasmique. Le pH acide au sein de ces organites permet 

généralement la dissociation des complexes ligand-récepteur. Les molécules 

endocytées dans les endosomes précoces sont recyclées vers la membrane 

plasmique ou transportées vers les endosomes tardifs et les lysosomes pour 

être dégradées. 
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Grâce à l’autophagie, les cellules peuvent dégrader des macromolécules 

endogènes, mais aussi des organites subcellulaires. La dégradation de ces 

organites peut avoir lieu lorsqu’ils ont été endommagés ou lorsque la cellule 

subit un remodelage important, par exemple lors d’un processus de 

différenciation. Parmi les mécanismes d’autophagie identifiés jusqu’à 

présent (pour une revue, voir Cuervo, 2004), évoquons l’autophagie par 

l’intermédiaire de protéines chaperonnes, qui permet de dégrader de manière 

sélective des protéines cytosoliques. Ces protéines destinées à la dégradation 

lysosomale contiennent un motif de liaison pentapeptidique (KFERQ) par 

lequel elles se lient à la queue cytoplasmique de Lamp-2, qui semble jouer 

un rôle de récepteur. Ce processus nécessite la liaison de protéines 

chaperonnes (telles que la protéine heat shock cognate hsc73, et les protéines 

heat shock hsp90 et hsp40) à la protéine destinée à l’autophagie (Cuervo & 

Dice, 1996; Cuervo, 2004). 

2.3.4 Exocytose de lysosomes 

Les lysosomes ont été longtemps considérés comme un compartiment 

terminal, mais des études récentes suggèrent que les cellules eucaryotes 

possèdent une machinerie qui permet l’exocytose de lysosomes. Des 

fibroblastes et des cellules épithéliales réalisent l’exocytose d’une proportion 

de leurs lysosomes, plus précisément les lysosomes proches de la membrane 

plasmique (Jaiswal et al., 2002), suite à une entrée d’ions calcium 

extracellulaires (Rodriguez et al., 1997; Andrews, 2000; Reddy et al., 2001; 

Andrews, 2002; Jaiswal et al., 2002). La synaptotagmine VII est une 

protéine de la membrane lysosomale possédant deux domaines de liaison 

aux ions calcium. Cette protéine régule l’exocytose de lysosomes suite à une 

entrée d’ions calcium dans des cellules épithéliales (Martinez et al., 2000). 

Au niveau de la membrane plasmique, la synaptotagmine VII interagit avec 
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les protéines adaptatrices SNAP(synaptosome-associated protein)-23 et 

syntaxine 4 (Rao et al., 2004). 

Plusieurs hypothèses ont été avancées pour comprendre le rôle 

physiologique qui peut être joué par l’exocytose des lysosomes suite à une 

entrée d’ions calcium dans les cellules. Ce phénomène pourrait être 

nécessaire pour que la cellule puisse excréter du matériel non-digéré dans 

ces organites et ainsi s’en débarasser dans le milieu extracellulaire. Une 

autre possibilité supportée par un nombre croissant d’études serait que 

l’exocytose des lysosomes périphériques assure la réparation de la 

membrane plasmique lorsque celle-ci a été endommagée. En effet, des 

microruptures au niveau de la membrane plasmique induisent une entrée 

d’ions calcium dans les cellules. Les membranes lysosomales incorporées 

dans la membrane plasmique lors de l’exocytose apportent probablement les 

phospholipides et autres composants membranaires nécessaires à la 

reconstitution d’une barrière membranaire complète (Reddy et al., 2001; 

Jaiswal et al., 2002; McNeil, 2002; McNeil & Steinhardt, 2003; Meldolesi, 

2003; Miyake & McNeil, 2003). 

2.3.5 Implication des lysosomes au cours de la 
différenciation épidermique 

On sait depuis longtemps que les kératinocytes épidermiques contiennent des 

lysosomes à tous les stades de différenciation (Rowden, 1975). Bien sûr, 

certains rôles de dégradation intracellulaire ont été attribués aux lysosomes 

des kératinocytes en différenciation. Ces organites sont par exemple 

responsables de la dégradation intracellulaire des intégrines β1 dans les 

kératinocytes qui quittent la couche basale (Hotchin et al., 1995). Dans les 

kératinocytes en culture, l’hyaluronan subit une endocytose rapide après sa 

sécrétion et est transporté aux lysosomes pour être dégradé par 
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l’hyaluronidase, ce qui permet aux kératinocytes de réguler l’expression de 

ce protéoglycan (Tammi et al., 2001). Des souris, dont le gène de la 

cathepsine L est muté de façon telle que l’activité de l’enzyme est 

perturbée, montrent une perte du pelage correspondant aux phénotypes 

furless ou nackt, ainsi qu’une hyperplasie épidermique. La cathepsine L 

semble jouer un rôle critique dans la morphogenèse du follicule pileux et 

pourrait être impliquée dans la régulation de la différenciation des 

kératinocytes (Roth et al., 2000; Benavides et al., 2002; Tobin et al., 2002). 

Par l’intermédiaire de la protéase cathepsine S, les kératinocytes sont 

capables d’assumer un rôle immunitaire dans des conditions inflammatoires. 

La cathepsine S clive des antigènes endocytés afin de présenter les fragments 

d’antigènes aux cellules du système immunitaire par l’intermédiaire des 

protéines du complexe majeur d’histocompatibilité de type II (Schwarz et 

al., 2002). Au niveau de la transition entre les couches granuleuse et cornée, 

la β-glucocérébrosidase hydrolyse les glucosylcéramides en céramides, 

contribuant ainsi à la formation de la barrière lipidique cutanée (Takagi et 

al., 1999). 

D’autres rôles de dégradation lysosomale au cours de la différenciation des 

kératinocytes restent à être élucidés. Récemment, des chercheurs ont 

identifié des mutations dans le gène de la cathepsine C qui sont à l’origine 

d’une pathologie épidermique, le syndrome de Papillon-Lefèvre (Lefevre et 

al., 2001; Nakano et al., 2001). Cette pathologie est caractérisée par des 

hyperkératoses, c’est-à-dire des épaississements anormaux de l’épiderme, 

situées majoritairement au niveau de la paume des mains et de la plante des 

pieds. Ces symptomes cutanés suggèrent que la cathepsine C est impliquée 

par un mécanisme encore inconnu dans la régulation de la différenciation 

épidermique (Nakano et al., 2001). 
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L’activité de la β-galactosidase au sein de l’épiderme a été décrite comme 

étant de loin supérieure à l’activité d’autres glycosidases épidermiques (Mier 

& van den Hurk, 1975b) ainsi qu’à l’activité de la β-galactosidase dans 

d’autres épithéliums (Chang et al., 1991). Une activité de la β-galactosidase 

accrue par rapport à la normale a été détectée dans les kératinocytes en 

sénescence (Dimri et al., 1995; Bregegere et al., 2003). Ces observations 

suggèrent une implication particulière de la β-galactosidase dans la 

physiologie des kératinocytes épidermiques, peut-être au niveau de la 

régulation du phénotype sénescent. 

La cathepsine D est une protéase lysosomale soluble (Barrett, 1977). Au 

cours de sa biosynthèse, la cathepsine D subit un processus de maturation 

protéolytique bien caractérisé. Cette enzyme est synthétisée dans le 

réticulum endoplasmique sous une forme précurseur de 52 kDa. Au cours du 

transport vers les lysosomes, cette forme est clivée dans un compartiment 

prélysosomal pour donner lieu à une forme intermédiaire de 48 kDa. Une 

proportion variable de forme précurseur peut échapper au ciblage vers les 

lysosomes et être sécrétée (Gieselmann et al., 1983; Hasilik, 1992). La forme 

intermédiaire est clivée en une forme mature lysosomale de 31 kDa et un 

fragment de 14 kDa (Gieselmann et al., 1983; Hasilik, 1992; Rijnboutt et al., 

1992). Bien que la forme précurseur n’exerce pas d’activité protéolytique 

(Hasilik et al., 1982; Capony et al., 1987), elle peut subir un phénomène 

d’autoactivation à pH acide (Hasilik et al., 1982; Smarel et al., 1986; Capony 

et al., 1987; Conner & Richo, 1992). La forme intermédiaire et la forme 

mature seraient les formes constitutivement actives (Huang et al., 1979; 

Conner & Richo, 1992). 

Transport de la cathepsine D. La cathepsine D peut acquérir le signal Man 

6-P sur des résidus mannose se trouvant dans les deux chaînes 
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saccharidiques portées par le précurseur de l’enzyme. Ce signal permet à la 

cathepsine D de suivre la voie dépendante du Man 6-P pour atteindre les 

lysosomes (Erickson, 1989; Kornfeld & Mellman, 1989). Dans plusieurs 

types cellulaires, cette enzyme peut également suivre une voie indépendante 

du Man 6-P par l’intermédiaire d’une association membranaire transitoire 

indépendante des récepteurs du Man  6-P (Diment et al., 1988; Rijnboutt et 

al., 1991a; Rijnboutt et al., 1991b; Capony et al., 1994). Cette association 

peut être liée à une liaison de l’enzyme à une protéine membranaire, la 

prosaposine (Zhu & Conner, 1994). 

Pour rappel, l’incubation de cellules en présence de chlorure d’ammonium 

induit une augmentation du pH intravésiculaire et perturbe le transport des 

enzymes lysosomales par la voie dépendante du Man 6-P (Gonzalez-Noriega 

et al., 1980; Maxfield, 1982). Une incubation en présence de chlorure 

d’ammonium induit une sécrétion abondante de la forme précurseur de la 

cathepsine D dans des types cellulaires qui sécrètent une proportion faible de 

cette forme (fibroblastes, promyélocytes, cellules épithéliales mammaires et 

certaines lignées tumorales). Au contraire, la sécrétion de la forme 

précurseur de la cathepsine D n’est pas influencée par un tel traitement dans 

des cellules de carcinome mammaire et d’autres lignées tumorales qui 

sécrètent une proportion importante de cette forme de manière constitutive 

(Hasilik et al., 1984; Capony et al., 1989; Capony et al., 1994; Isidoro et al., 

1997). 

La localisation épidermique de la cathepsine D a été étudiée, cependant 

avec des résultats divergents dépendant apparemment des procédures 

expérimentales. La cathepsine D a été localisée dans la couche basale 

(Lazarus & Poole, 1975), mais aussi dans la couche granuleuse (Mier & van 

den Hurk, 1975a). Plus récemment, l’enzyme a été localisée dans les 
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couches épineuse supérieure et granuleuse (Kawada et al., 1996; Kawada et 

al., 1997), ainsi que dans les couches granuleuse et cornée (Horikoshi et al., 

1998). L’activité de la cathepsine D a été détectée à la surface de la peau de 

cochons d’Inde et de rats (Wormser et al., 1997). 

Plusieurs rôles ont été suggérés pour la cathepsine D au cours de la 

différenciation épidermique. La cathepsine D peut dégrader la 

profilaggrine en filaggrine (Kashima et al., 1988) et ainsi favoriser 

l’agrégation du réseau de filaments intermédiaires. Cette enzyme peut 

également augmenter l’activité de la transglutaminase par un mécanisme non 

encore défini (Negi et al., 1981) et ainsi contribuer à la formation de 

l’enveloppe cornée. Comme la cathepsine D peut dégrader les desmosomes 

des kératinocytes de la couche cornée, cette enzyme pourrait favoriser la 

desquamation (Horikoshi et al., 1999). Ce rôle hypothétique nécessite 

cependant la sécrétion de la cathepsine D dans le milieu extracellulaire des 

kératinocytes (Horikoshi et al., 1999). Les kératinocytes semblent être 

capables de sécréter la cathepsine D, puisqu’elle a été identifiée dans les 

sécrétions de tissus épidermiques reconstruits in vitro (Katz & Taichman, 

1999). Puisqu’il n’existe donc que peu d’informations sur la biosynthèse et 

la sécrétion de la cathepsine D épidermique, nous avons suivi ces propriétés 

de cette enzyme dans des kératinocytes en culture, à différents stades de 

différenciation des cellules. 
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3 La régulation de la différenciation épidermique 
par les ions calcium extracellulaires et par la 
signalisation dépendant des mitogen-
activated protein kinases (MAPK). 

L’homéostasie du tissu épidermique nécessite le maintien d’un équilibre 

entre le taux de prolifération des kératinocytes de la couche basale, la 

progression de la différenciation des kératinocytes au niveau des couches 

suprabasales ainsi que le taux de desquamation des cellules au niveau de la 

couche cornée. Pour garantir cette homéostasie, le phénotype des 

kératinocytes est soumis à plusieurs mécanismes de régulation, faisant 

intervenir divers facteurs environnementaux comme les ions calcium du 

milieu extracellulaire, des facteurs de croissance protéiques ou même 

certains lipides qui affectent la signalisation par l’intermédiaire des mitogen-

activated protein kinases (MAPK) (pour des revues, voir Eckert et al., 1997; 

Bikle et al., 2001; Watt, 2002a). 

3.1 Les modèles de culture des kératinocytes pour 
étudier la différenciation épidermique 

L’étude de ces mécanismes de régulation est facilitée par l’utilisation de 

modèles de culture des kératinocytes épidermiques. En effet, contrairement à 

la majorité des autres types cellulaires humains normaux, les kératinocytes 

peuvent être propagés au-delà du stade de la culture primaire en disposant de 

conditions de culture adéquates (Watt, 1989). 

In vivo, l’épiderme est un tissu complexe où plusieurs phénotypes de 

kératinocytes coexistent, représentant différents stades de différenciation. 

Les kératinocytes sont soumis à l’influence des autres types cellulaires 

épidermiques, mais aussi à l’influence des cellules dermiques. Les 
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kératinocytes basaux sont influencés par leur ancrage à la jonction épidermo-

dermique. In vivo, cette complexité du tissu épidermique rend difficile 

l’investigation d’un phénomène précis de la différenciation ou de l’effet 

éventuel de l’un ou l’autre facteur particulier sur le phénotype des 

kératinocytes. 

Dès les années 1970, la mise au point de modèles de culture des 

kératinocytes a facilité l’étude de la différenciation épidermique et de ses 

mécanismes de régulation. Idéalement, un modèle de culture de 

kératinocytes doit maintenir la prolifération, puis permettre la 

différenciation. Ces modèles in vitro permettent de mieux cibler l’étude 

d’étapes précises de la différenciation ou de l’effet éventuel de facteurs 

exogènes. Nous avons ici utilisé un modèle de culture des kératinocytes en 

milieu sans sérum qui permet la culture autocrine. 

3.1.1 Le modèle de culture de Rheinwald et Green (1975) 

Dans le premier modèle, les cultures de kératinocytes prolifèrent sur un lit de 

fibroblastes nourriciers (Rheinwald & Green, 1975). Ces fibroblastes 

fournissent des facteurs de croissance nécessaires pour induire la 

prolifération des kératinocytes. D’autres facteurs de croissance sont fournis 

par le milieu de culture qui contient 10% de sérum de veau foetal, ainsi que 

divers facteurs comme l’insuline, l’epidermal growth factor (EGF) ou la 

toxine cholérique. Lors de la prolifération des kératinocytes, les fibroblastes 

sont détachés de la surface de la culture. Ce modèle est approprié pour la 

génération d’un feuillet stratifié de kératinocytes pouvant être utilisé pour 

greffer aux grands brûlés (Compton et al., 1989). Cependant, il est 

impossible de contrôler la composition exacte du milieu de culture vu la 

présence initiale de fibroblastes nourriciers ainsi que de sérum de veau 

foetal. De plus, le programme de différenciation y est perturbé, montrant une 
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expression précoce de l’involucrine et une inhibition de l’expression des 

kératines suprabasales. Bien que ce modèle ait néanmoins permis l’étude de 

certaines phases de la différenciation épidermique, ses caractéristiques le 

rendent peu approprié à l’étude des mécanismes régulateurs de la 

différenciation, en particulier lorsqu’il s’agit d’analyser l’implication de 

facteurs solubles sur ce processus. 

3.1.2 Le modèle de culture de Boyce et Ham (1983) 

Suite aux découvertes portant sur le rôle du calcium extracellulaire pour 

induire la différenciation de kératinocytes murins (Hennings et al., 1980), 

d’autres chercheurs ont observé que les kératinocytes humains peuvent 

également proliférer en culture sans fibroblastes nourriciers ni sérum de veau 

foetal si le milieu de culture contient du calcium 0,1 mM (Boyce & Ham, 

1983). Dans ce modèle, la capacité mitotique des kératinocytes reste 

cependant dépendante d’un extrait pituitaire bovin, mais aussi de facteurs de 

croissance comme l’insuline et l’EGF. Malgré l’absence de sérum de veau 

foetal, l’ajout d’extrait pituitaire bovin apporte une autre inconnue dans la 

composition du milieu de culture. L’augmentation éventuelle de la 

concentration en calcium du milieu de culture de Boyce et Ham permet 

d’induire la différenciation des kératinocytes, suggérée par la stratification 

des cultures, la formation de grains de kératohyaline et d’enveloppes cornées 

(Boyce & Ham, 1983). 

3.1.3 Le modèle de culture en conditions autocrines 
(1991) 

L’ajout de facteurs de croissance exogènes, comme l’insuline, l’EGF ou 

l’extrait pituitaire bovin, n’est nécessaire que pour initier le développement 

clonal des cultures de kératinocytes (Cook et al., 1991b). En effet, dès que 

les kératinocytes couvrent environ 40% à 50% de la surface de culture, ces 
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cellules sont capables d’une croissance clonale autonome en synthétisant 

leurs propres facteurs de croissance, comme l’amphiréguline (Cook et al., 

1991a). Dans ces circonstances, les kératinocytes se trouvent dans des 

conditions de culture autocrine où leurs propres facteurs de croissance 

stimulent le récepteur de l’EGF nécessaire à la croissance clonale (Pittelkow 

et al., 1993). 

Dès l’atteinte de la densité cellulaire suffisante, ce modèle de culture 

autocrine permet d’analyser les effets éventuels de facteurs exogènes sur le 

comportement prolifératif des kératinocytes. De plus, le passage en 

conditions de culture autocrine permet aux kératinocytes d’entamer un 

processus de différenciation précoce qui démarre dès que les cellules 

recouvrent l’entièreté de la surface de culture (Poumay & Pittelkow, 1995). 

Si cette culture est prolongée au-delà de la confluence, une différenciation 

plus tardive est même possible (Poumay et al., 1999). 

3.2 La régulation du phénotype des kératinocytes au 
cours de la différenciation épidermique 

3.2.1 Intervention du calcium extracellulaire dans la 
régulation du phénotype des kératinocytes 

Depuis plus de vingt ans, un nombre élevé d’études indiquant un rôle 

critique du calcium dans la régulation de la différenciation des kératinocytes 

épidermiques a été publié (pour une revue, voir Bikle et al., 2001). Au début 

des années 1980, Hennings et ses collaborateurs ont montré que des 

kératinocytes murins en culture prolifèrent davantage si la concentration en 

calcium du milieu de culture est en-dessous de 0,07 mM. Dès que la 

concentration en calcium dépasse 0,1 mM, ces kératinocytes entament la 

différenciation terminale (Hennings et al., 1980). Hennings et ses 

collaborateurs ont suggéré ensuite que l’élévation de la concentration 
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extracellulaire en calcium induit la redistribution de protéines associées aux 

desmosomes, comme par exemple les protéines d’adhérence de la famille 

des cadhérines, depuis le cytoplasme vers la surface cellulaire pour former 

ces jonctions d’ancrage intercellulaire (Hennings & Holbrook, 1983; 

Hennings et al., 1983). 

L’incubation de kératinocytes humains en culture en présence d’un milieu 

contenant du calcium 0,07 mM favorise aussi la prolifération cellulaire 

(Boyce & Ham, 1983). Cependant, l’augmentation de la concentration en 

calcium du milieu de culture doit aller au-delà de 1 mM pour engendrer la 

synthèse de transglutaminase et d’involucrine ainsi que la capacité de 

synthétiser l’enveloppe cornée, c’est-à-dire pour induire la différenciation 

terminale dans ces cellules (Pillai et al., 1990; Schmidt et al., 2000). Cette 

induction de la différenciation semble de plus liée à une augmentation de la 

concentration cytosolique en calcium (Pillai & Bikle, 1991). Clairement, les 

kératinocytes de souris et les kératinocytes humains n’ont pas la même 

sensibilité vis-à-vis du calcium extracellulaire. 

Des études récentes suggèrent que les kératinocytes murins peuvent réagir à 

des variations de la concentration extracellulaire en calcium par 

l’intermédiaire d’un récepteur transmembranaire, le calcium-sensing 

receptor (CaR). Les kératinocytes provenant de souris dont l’expression du 

gène de ce récepteur a été éteinte ne sont plus capables de réagir à de telles 

variations (Oda et al., 2000). Chez ces souris, la morphologie épidermique et 

l’expression de la filaggrine et de la loricrine sont sérieusement altérées (Oda 

et al., 2000; Komuves et al., 2002). 

In vivo, des études de détection microscopique des ions calcium ont montré 

depuis longtemps que l’épiderme humain contient un gradient de 

concentration en calcium, montrant des concentrations croissantes en 
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montant vers la surface tissulaire (Menon et al., 1985). La présence de ce 

gradient est étroitement liée à la présence d’une barrière lipidique 

fonctionnelle à la surface épidermique. Une diminution de l’efficacité de 

cette barrière induit, en plus d’une grande perte d’eau, la disparition du 

gradient de calcium épidermique. Inversément, la restauration d’une barrière 

efficace est accompagnée d’une reformation de ce gradient de calcium 

(Menon et al., 1992a). Cette reformation se produirait de manière passive par 

diffusion d’ions calcium à partir des couches épidermiques inférieures. En 

effet, Elias et al. (2002) ont avancé l’hypothèse que la faible perte d’eau 

transépidermique observée lorsque la barrière lipidique est fonctionnelle 

pourrait s’accompagner d’un mouvement d’ions vers la surface du tissu. 

Ainsi, une perte d’humidité continuelle, mais faible, combinée à une 

restriction du mouvement des ions sous la barrière, pourraient expliquer la 

formation du gradient de calcium dans les couches vivantes de l’épiderme. 

Par ailleurs, une entrée d’ions calcium extracellulaires au niveau de la 

couche épidermique granuleuse active la transglutaminase 1, qui conjugue 

alors des protéines de structure comme l’involucrine et la loricrine pour 

former l’enveloppe cornée (Rice & Green, 1979; Michel & Demarchez, 

1988). Chez la souris aussi, les ions calcium sont impliqués dans la 

régulation de la différenciation de l’épiderme in vivo, puisque des 

perturbations de la concentration épidermique en calcium résultent en une 

variation de l’expression de protéines comme la loricrine, la filaggrine ou 

l’involucrine (Elias et al., 2002). Quelques travaux récents indiquent 

cependant qu’une diminution de la concentration en calcium au niveau des 

kératinocytes de la couche granuleuse provoque l’exocytose de corps 

lamellaires, tandis qu’une augmentation de cette concentration ralentit 

l’exocytose de ces organites (Menon et al., 1994; Lee et al., 1998; Elias et 

al., 2002; Denda et al., 2003). 
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3.2.2 Intervention des MAPK activées par les récepteurs 
de la famille du récepteur de l’EGF et leurs ligands 
dans la régulation du phénotype des kératinocytes 

3.2.2.1 Les récepteurs HER et leurs ligands 

Depuis le début des années 1990, plusieurs travaux ont suggéré que 

l’epidermal growth factor (EGF) et les facteurs protéiques apparentés à 

l’EGF et leurs récepteurs associés pourraient intervenir dans la régulation du 

phénotype des kératinocytes (pour des revues, voir Mitev & Miteva, 1999; 

Jost et al., 2000). Les protéines de la famille du récepteur de l’EGF sont des 

glycoprotéines membranaires à activité tyrosine kinase (pour une revue, voir 

Yarden & Sliwkowski, 2001). Au début des années 1980, le récepteur de 

l’EGF a été le premier membre de la famille à être identifié en raison de la 

similitude de son gène avec l’oncogène v-erbB du virus de l’érythroblastose 

aviaire (Ullrich et al., 1984). C’est pourquoi le gène codant le récepteur de 

l’EGF a été nommé c-erbB1. Dans les tissus humains, le récepteur encodé 

par ce gène est appelé human EGF receptor 1 (HER1). La famille des 

récepteurs HER comprend trois autres membres en plus du récepteur de 

l’EGF, dont HER2, HER3 et HER4. Ces récepteurs partagent une structure 

similaire (fig. I-5) et présentent une homologie de séquence élevée au niveau 

du domaine tyrosine kinase (Ullrich & Schlessinger, 1990). Le poids 

moléculaire des récepteurs HER avoisine 180 kDa. La structure des quatre 

membres de la famille des récepteurs HER comporte deux domaines riches 

en cystéine dans la partie extracellulaire des protéines, définissant une région 

de liaison au ligand, ainsi qu’un domaine kinase cytosolique flanqué par une 

extrémité carboxy-terminale qui présente des résidus tyrosine susceptibles à 

l’autophosphorylation (Lax et al., 1991). Signalons que HER2 n’a pas de 

ligand connu (Yarden & Sliwkowski, 2001), que le domaine tyrosine kinase 

du récepteur HER3 possède une activité enzymatique réduite (Guy et al., 
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1994), et que HER4 n’est pas exprimé par les kératinocytes épidermiques 

(De Potter et al., 2001). 

 

Fig. I-5 : Représentation schématique de la structure des récepteurs HER 
exprimés par les kératinocytes épidermiques (ext=espace extracellulaire ; 
cyt=cytoplasme, MP=membrane plasmique). 

Les ligands des récepteurs HER peuvent être classés en deux groupes en 

fonction de leur affinité pour les différents récepteurs HER. Les facteurs 

apparentés à l’EGF, dont l’EGF lui-même (Mroczkowski et al., 1989), le 

TGF-α (Salomon et al., 1990), l’amphiréguline (Shoyab et al., 1989), ou la 

protéine heparin-binding EGF-like (HB-EGF) (Higashiyama et al., 1991) 

partagent une affinité importante pour le récepteur de l’EGF, tandis que les 

neurégulines ou herégulines (Peles & Yarden, 1993) montrent une affinité 

particulière pour les récepteurs HER3 ou HER4 (Dougall et al., 1994; 

Yarden & Sliwkowski, 2001). Tous ces facteurs sont synthétisés sous une 

forme précurseur comme protéine transmembranaire dont la région 

extracellulaire est clivée pour donner lieu à une forme mature soluble. Cette 

forme mature contient un ou plusieurs domaine(s) EGF-like qui sert de point 

de liaison aux récepteurs HER. 
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3.2.2.2 Mécanisme d’activation des récepteurs HER et 
transduction du signal 

3.2.2.2.1 Liaison du ligand et oligomérisation 

Les récepteurs HER se trouvent sous une forme monomérique inactive au 

niveau de la membrane plasmique. Lors de la liaison d’un ligand à un 

récepteur HER, ce récepteur subit une dimérisation ou une oligomérisation 

avec d’autres récepteurs HER, dont l’identité dépend de la nature du ligand 

(fig. I-6 : représentation schématique du mécanisme d’activation des 

récepteurs HER) (pour des revues, voir Schlessinger, 2000; Schlessinger, 

2002). Les récepteurs HER peuvent dès lors subir une di- ou oligomérisation 

avec d’autres récepteurs du même type, ce qui est nommé homodimérisation, 

ou avec d’autres protéines de la famille des récepteurs HER, donnant lieu à 

une hétérodimérisation. Signalons que le récepteur HER2 est le partenaire 

d’hétérodimérisation préférentiel du récepteur de l’EGF et de HER3, et que 

cette hétérodimérisation se réalise préférentiellement à l’homodimérisation 

de ces récepteurs (Graus-Porta et al., 1997). Au niveau du récepteur de 

l’EGF, le mécanisme qui contrôle cette di- ou oligomérisation implique un 

domaine de dimérisation qui n’est exposé qu’après la liaison du ligand (pour 

une revue, voir Burgess et al., 2003). Ce domaine de dimérisation est exposé 

de manière constitutive chez le récepteur HER2 qui n’a pas de ligand connu. 
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Fig. I-6 : 
Représentation 
schématique de 
l’activation du 
récepteur de 
l’EGF/HER1 suite à 
la liaison de l’EGF 
(ext=espace 
extracellulaire, 
cyt=cytoplasme, 
MP=membrane 
plasmique, 
P=groupement phosphate). 

3.2.2.2.2 Transphosphorylation et propagation du signal 

L’oligomérisation des récepteurs HER induit l’activation des domaines 

tyrosine kinase et la transphosphorylation des récepteurs. Cette activation 

pourrait être liée à un rapprochement des domaines tyrosine kinase lors de 

l’oligomérisation, induisant la transphosphorylation efficace de résidus 

tyrosine présents dans l’extrémité carboxy-terminale des récepteurs (pour 

une revue, voir Hubbard, 2002). Cette transphosphorylation produit des sites 

de reconnaissance pour des molécules portant un domaine Src homology 2 

(SH2), initiant ainsi des cascades d’activation de plusieurs voies de 

signalisation intracellulaires (Ullrich & Schlessinger, 1990; Hunter, 2000). 

L’identité des protéines adaptatrices dépend du ligand ainsi que de la 

composition des oligomères de récepteurs HER (Olayioye et al., 1998). Un 

réseau d’interaction est formé par les nombreuses protéines de signalisation 

qui peuvent interagir (Yarden & Sliwkowski, 2001). Parmi les protéines 

adaptatrices, la protéine Grb2 peut se lier à tous les récepteurs HER suite à 

leur activation. La cascade qui démarre à partir de Grb2 aboutit à la voie des 

mitogen-activated protein kinases (MAPK). Passant par la phosphorylation 

des extracellular signal-regulated kinases 1 et 2 (ERK1/2), cette voie aboutit 

à l’activation des facteurs de transcription c-fos et c-jun, intervenant 
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notamment dans le contrôle de la prolifération cellulaire (pour une revue, 

voir Chang et al., 2003). Suite à son activation, le récepteur de l’EGF peut 

également recruter d’autres protéines de signalisation comme la 

phospholipase C γ (PLCγ), qui hydrolyse le lipide phosphatidylinositol-

(4,5)-bisphosphate, produisant l’1,2-diacylglycérol dans la membrane 

plasmique (qui active la protéine kinase C) et libérant l’inositol-(1,4,5)-

trisphosphate dans le cytoplasme (qui stimule la libération de calcium à 

partir du réticulum endoplasmique) (pour des revues, voir Schlessinger, 

2000; Schlessinger, 2002). La phosphoinositide 3’-kinase (PI3K) est la 

troisième protéine de signalisation dont l’activité peut être stimulée suite à 

l’activation du récepteur de l’EGF. La voie de signalisation démarrant à 

partir de la PI3K peut recruter la kinase Akt et promouvoir ainsi la survie 

cellulaire (Wang et al., 2003). 

3.2.2.2.3 Activation des récepteurs HER sans intervention d’un 
ligand 

Le récepteur de l’EGF peut être activé par des stimuli qui n’impliquent 

probablement pas la liaison directe d’un ligand au récepteur (pour une revue, 

voir Carpenter, 1999). Par exemple, l’irradiation de kératinocytes par des 

rayons UVB active le récepteur de l’EGF (Miller et al., 1994) et la voie de 

signalisation impliquant la PI3K et Akt (Wan et al., 2001). Cette voie exerce 

une activité anti-apoptotique en inhibant les caspases 3, 8 et 9 (Wang et al., 

2003). Le mécanisme par lequel une irradiation aux rayons UV induit 

l’activation du récepteur de l’EGF n’est pas encore clairement identifié, mais 

cette activation induit aussi l’activation de MAPK (Assefa et al., 1997). Des 

radicaux oxygène générés par l’irradiation qui inactiveraient une 

phosphatase semblent être responsables de ce phénomène (Peus et al., 1999; 

Meves et al., 2001). 
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Plusieurs travaux publiés pendant la dernière décennie suggèrent que 

l’activité du récepteur de l’EGF et de HER2 peuvent être modulées par 

certains lipides, notamment par le cholestérol, au niveau de la membrane 

plasmique des cellules de mammifère (Chen & Resh, 2002; Nagy et al., 

2002; Pike & Casey, 2002; Ringerike et al., 2002; Roepstorff et al., 2002). 

Les rôles physiologiques du cholestérol de la membrane plasmique peuvent 

être étudiés en analysant les conséquences d’une extraction de ce cholestérol. 

Une telle extraction peut être induite dans des cellules en culture par un 

traitement avec le polysaccharide cyclique méthyl-β-cyclodextrine (MβCD) 

(Klein et al., 1995). Dans plusieurs types cellulaires, un tel traitement active 

le récepteur de l’EGF (Chen & Resh, 2002; Pike & Casey, 2002) et affecte 

aussi l’activité de HER2 (Nagy et al., 2002). La membrane plasmique de 

cellules de mammifère contient des structures lipidiques particulières, 

appelées rafts lipidiques. Ces structures sont caractérisés par une teneur 

élévée en cholestérol et en sphingolipides (pour des revues, voir Simons & 

Toomre, 2000; Lai, 2003). En extrayant le cholestérol, un traitement par la 

MβCD détruit la structure des rafts lipidiques (Hooper, 1999; Ostermeyer et 

al., 1999; Kabouridis et al., 2000), et l’activation du récepteur de l’EGF 

(Ringerike et al., 2002; Roepstorff et al., 2002) ou celle de HER2 (Nagy et 

al., 2002) observées lors d’un tel traitement sont apparemment liées à la 

destruction de la structure des rafts lipidiques. 

3.2.2.3 Les récepteurs HER et la différenciation épidermique 

3.2.2.3.1 Expression des récepteurs HER au cours de la 
différenciation épidermique 

Le récepteur de l’EGF, HER2 et HER3 sont exprimés dans les kératinocytes 

épidermiques. In vivo, l’expression du récepteur de l’EGF est plus 

importante au niveau de la couche épidermique basale qu’au niveau des 
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autres couches, tandis que l’expression des récepteurs HER2 et HER3 est 

plus importante dans les couches suprabasales (De Potter et al., 2001; 

Piepkorn et al., 2003). HER2 est localisé dans le cytoplasme des 

kératinocytes de la couche basale, mais présente une localisation 

membranaire dans les couches suprabasales (Stoll et al., 2001). En 

conditions de culture autocrine, les kératinocytes augmentent l’expression de 

HER2 mais aussi de HER3 dès le début de la différenciation, c’est-à-dire dès 

la confluence des cultures (De Potter et al., 2001). 

3.2.2.3.2 Effets de la signalisation liée aux récepteurs HER sur le 
phénotype des kératinocytes 

La signalisation issue des récepteurs HER peut affecter le phénotype des 

kératinocytes épidermiques de manière importante (Mitev & Miteva, 1999; 

Jost et al., 2000). 

3.2.2.3.2.1 Effets de la signalisation liée au récepteur de l’EGF 

En conditions de culture autocrine (Cook et al., 1991b), les kératinocytes ne 

prolifèrent de manière autonome que lorsque le récepteur de l’EGF est 

occupé par un ligand (Pittelkow et al., 1993). Dans ces conditions de culture, 

l’incubation des kératinocytes en présence d’EGF n’affecte pas leur potentiel 

clonogénique, mais l’incubation en présence d’EGF de cultures confluentes, 

lors de l’initiation de la différenciation, réprime l’expression des kératines 

suprabasales 1 et 10 (Poumay & Pittelkow, 1995). De même, l’inhibition de 

l’activité du récepteur de l’EGF par une incubation de kératinocytes en 

présence de la molécule PD153035 diminue le taux de prolifération des 

cellules sous-confluentes et induit l’expression des kératines 1 et 10 (Peus et 

al., 1997). L’EGF inhibe donc la différenciation précoce des kératinocytes en 

activant son récepteur. 
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Par contre, l’EGF peut favoriser la différenciation épidermique dans 

certaines circonstances. La mise en culture de kératinocytes sur un substrat 

de culture recouvert de poly-hydroxyéthylméthacrylate, qui est une molécule 

empêchant l’adhérence des cellules sur la matrice extracellulaire mais 

autorisant les interactions intercellulaires, induit l’expression de la kératine 

10. Dans ces conditions de culture, les kératinocytes réagissent d’une 

manière particulière à un traitement avec l’EGF car bien qu’ils présentent 

une diminution de l’expression de la kératine 10, ils montrent dans ces 

conditions une augmentation de l’expression de gènes caractéristiques des 

étapes tardives de la différenciation épidermique, comme la profilaggrine et 

la transglutaminase (Wakita & Takigawa, 1999). 

L’irradiation de kératinocytes avec des rayons UVB induit l’apoptose des 

cellules, mais le récepteur de l’EGF peut contrecarrer ce processus 

apoptotique. L’irradiation de kératinocytes en culture par des rayons UVB 

induit l’activation du récepteur de l’EGF par l’intermédiaire de la production 

de radicaux oxygène (Peus et al., 1999; Meves et al., 2001). Dans ces 

circonstances, l’inhibition du récepteur de l’EGF par la molécule PD153035 

promeut l’apoptose (Peus et al., 2000). Lors d’une irradiation des 

kératinocytes par des rayons UVB, le récepteur de l’EGF activé empêche 

l’entrée des cellules en apoptose en inhibant l’action de certaines caspases 

(Wang et al., 2003). La culture en suspension engendre également 

l’apoptose des kératinocytes. Le récepteur de l’EGF est activé dans ces 

conditions et engendre une cascade de transduction du signal aboutissant à 

l’induction de l’expression de la protéine antiapoptotique Bcl-X(L) (Jost et 

al., 2001). L’activation du récepteur de l’EGF semble donc favoriser la 

survie des kératinocytes lors de stimuli apoptotiques. 
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3.2.2.3.2.2 Effets de la signalisation liée à HER2 et HER3 

Dans les kératinocytes en culture, le récepteur HER2 est recruté pour 

l’hétérodimérisation avec le récepteur de l’EGF lors d’une incubation des 

cellules en présence d’EGF. Lorsque les cellules sont incubées en présence 

d’heréguline, HER2 est recruté pour l’hétérodimérisation avec HER3. La 

cascade de transduction du signal impliquant les hétérodimères HER2-HER3 

semble responsable de la diminution de l’expression des kératines 1 et 10 

observée lors d’un traitement de kératinocytes avec l’heréguline. Cet effet 

déjà démontré après activation du récepteur de l’EGF suggère une 

signalisation commune en aval des récepteurs HER activés (De Potter et al., 

2001). 

3.2.2.4 Intervention des mitogen-activated protein kinases 
(MAPK) dans la régulation du phénotype des kératinocytes 

Les mitogen-activated protein kinases (MAPK) constituent une famille de 

protéines kinases intracellulaires qui assurent la transduction d’un signal 

perçu par la cellule. Il existe au moins trois voies de transduction du signal 

mettant en jeu des MAPK différentes, dont les extracellular signal-regulated 

kinases (ERK), c-jun N-terminal kinases (JNK) et les protéines p38 (pour 

des revues sur le sujet, voir Paul et al., 1997; Ichijo, 1999; Kyriakis & 

Avruch, 2001; Chang et al., 2003). D’une manière générale, chacune de ces 

voies de transduction du signal implique des MAPK/ERK kinase kinases 

(MEKK), qui activent une MAPK/ERK kinase (MEK), qui active une 

MAPK. Le degré de complexité des cascades impliquant les MAPK est 

énorme, vu que le nombre de combinaisons possibles entre les différentes 

MEKK, MEK et MAPK est élevé, mais aussi parce que les différentes 

membres d’une cascade peuvent interagir avec les membres d’autres 

cascades. 
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3.2.2.4.1 Mécanismes d’activation des ERK 

Les MAP kinases ERK existent sous deux formes connues jusqu’à présent, 

dont ERK1 (44 kDa) et ERK2 (42 kDa) (Boulton et al., 1991). Vu que la 

majorité des études publiées sur le sujet contiennent des résultats obtenus 

grâce à l’utilisation d’anticorps dirigés simultanément contre ERK1 et 

ERK2, les deux formes sont généralement reprises sous l’appellation 

ERK1/2. Les protéines ERK1/2 sont impliquées dans des cascades de 

transduction qui démarrent par l’activation de récepteurs HER (fig. I-7 : 

représentation schématique d’une cascade de transduction du signal généré 

par un récepteur HER et impliquant les MAPK ERK) (Schlessinger, 2000; 

Schlessinger, 2002). Suite à l’oligomérisation et la transphosphorylation de 

ces récepteurs, la protéine Grb2 peut se lier par son domaine SH2 aux 

résidus tyrosine phosphorylés. Grb2 contient deux domaines SH3 auxquels 

se lie la protéine Sos. Cette liaison active Sos, qui fonctionne comme facteur 

d’échange du GTP (guanine nucleotide exchange factor, GEF). Grâce à cette 

fonction, Sos induit la liaison de la GTPase Ras à la membrane plasmique et 

active Ras en provoquant la liaison de Ras à un nucléotide GTP. Ras recrute 

la protéine Raf, qui, dès sa liaison à Ras va induire la phosphorylation d’une 

MEK, qui va phosphoryler ERK1/2 et induire leur translocation dans le 

noyau cellulaire pour y phosphoryler différents facteurs de transcription, 

résultant en une expression génique modifiée. 
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Fig. I-7 : Représentation schématique d’une cascade de transduction du 
signal généré par la liaison d’un ligand de la famille de l’EGF à des 
récepteurs HER, impliquant des MAPK. Ce schéma montre l’exemple de la 
cascade impliquant les MAPK ERK. 

Des études récentes ont montré qu’une extraction du cholestérol induit une 

activation de ERK1/2 dans plusieurs types cellulaires (Furuchi & Anderson, 

1998; Kabouridis et al., 2000; Chen & Resh, 2001; Chen & Resh, 2002). 

Chen et Resh (2002) ont relié cette activation à l’activation du récepteur de 

l’EGF induit par l’extraction de cholestérol. 
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3.2.2.4.2 Intervention des ERK dans la régulation du phénotype 
des kératinocytes 

Dans les kératinocytes, les MAP kinases ERK sont activées par l’activation 

des récepteurs HER (Peus et al., 1999; De Potter et al., 2001). Les ERK 

peuvent également être activées d’une manière indépendante des récepteurs 

HER, puisque l’incubation de kératinocytes en présence d’ions calcium à 

une concentration supérieure à 1 mM induit l’activation des ERK d’une 

manière indépendante de Ras (Schmidt et al., 2000). Une fois activées, les 

MAP kinases ERK favorisent la prolifération des kératinocytes (Mainiero et 

al., 1997; Eckert et al., 2002), mais peuvent aussi promouvoir la survie 

cellulaire en perturbant l’entrée en apoptose stimulée par la culture en 

suspension (Jost et al., 2001) ou par une irradiation aux rayons UVB (Assefa 

et al., 1997; Jost et al., 1999; Peus et al., 2000). L’incubation de 

kératinocytes en présence d’ions calcium à une concentration supérieure à 1 

mM induit la différenciation des cellules, détectable par une induction de 

l’expression de l’involucrine (Schmidt et al., 2000) mais aussi par la 

formation de l’enveloppe cornée (Pillai et al., 1990; Pillai & Bikle, 1991). 

L’inhibition par la molécule PD98059, qui inhibe la MEK, de la voie de 

transduction impliquant les ERK perturbe cette induction de l’expression de 

l’involucrine (Schmidt et al., 2000). 

3.2.2.4.3 Les MAP kinases p38 et leur intervention dans la 
régulation du phénotype des kératinocytes 

Les MAP kinases p38 sont souvent activées lorsque des cellules eucaryotes 

se trouvent dans des conditions stressantes (Kyriakis & Avruch, 2001). 

Jusqu’à présent, plusieurs formes de p38 ont été identifiées dans les 

kératinocytes épidermiques, dont p38α, p38β et p38δ (Efimova et al., 1998; 

Efimova et al., 2003). De manière similaire aux ERK, les MAP kinases p38 
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font partie de cascades de transduction du signal impliquant en amont des 

MEK kinases et des MEK (voir fig. I-8 pour un schéma représentant les 

membres de cascades pouvant activer p38 dans les kératinocytes). Dans les 

kératinocytes en culture, les protéines p38 sont activées par exemple lors 

d’une irradiation aux rayons UVB (Chen et al., 2001) ou lors d’une 

incubation en conditions hyperosmotiques (Garmyn et al., 2001; Cheng et 

al., 2002). Dans ces conditions, les protéines p38 peuvent réguler 

l’expression de gènes dont les produits sont impliqués dans la réaction des 

cellules face au stress, dont les protéines heat shock hsp27 et hsp70 (Garmyn 

et al., 2001). 

 

Fig. I-8 : Schéma représentant les membres de cascades pouvant activer les 
MAP kinases p38 dans les kératinocytes (nPKC=novel PKC ; d’après 
Efimova et al., 1998; Efimova & Eckert, 2000; Dashti et al., 2001a; Dashti 
et al., 2001b; Balasubramanian et al., 2002; Cheng et al., 2002; Efimova et 
al., 2002). 
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Plusieurs études publiées par l’équipe de R. Eckert suggèrent une 

implication des protéines p38 dans les cascades de transduction du signal qui 

régulent l’expression de l’involucrine dans les kératinocytes en culture 

(pour des revues, voir Eckert et al., 2002; Eckert et al., 2003). Quelques 

composants de ces cascades ont été identifiés, dont la MEK kinase 1, qui 

transmet le signal en phosphorylant des MEK situées en aval (MEK3, MEK6 

et/ou MEK7),  qui à leur tour phosphorylent les protéines p38 (Efimova et 

al., 1998; Dashti et al., 2001a; Dashti et al., 2001b). Efimova et Dashti ont 

suggéré que l’expression de l’involucrine peut être régulée par les protéines 

p38α et p38δ. Des résultats récents suggèrent qu’en particulier la protéine 

p38δ peut réguler l’expression épidermique de l’involucrine, peut-être en 

interagissant directement avec ERK1/2 (Efimova et al., 2003). 

3.2.3 Intervention du cholestérol dans la régulation du 
phénotype des kératinocytes 

Le cholestérol, qui est un lipide polaire, est synthétisé par les kératinocytes 

et sa synthèse semble augmenter avec la progression de la différenciation de 

ces cellules (Ponec et al., 1985). Le cholestérol semble intervenir pendant les 

phases tardives de la différenciation épidermique, puisqu’il promeut la 

formation des enveloppes cornées (Schmidt et al., 1991) et est un composant 

vital de la barrière lipidique (Menon et al., 1992a). Le rôle crucial du 

cholestérol dans la différenciation terminale est renforcé par les symptomes 

épidermiques observés chez des patients souffrant d’ichtyose liée au sexe. 

Chez ces patients, le gène de l’enzyme stéroïde sulfatase est muté, résultant 

en une accumulation de sulfate de cholestérol dans la couche cornée et en 

une desquamation perturbée, signalée par la présence de plaques brunes 

épaisses sur la surface cutanée (DiGiovanna & Robinson-Bostom, 2003). 
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3.2.3.1 Les rafts lipidiques et la signalisation associée aux rafts 

Au cours de la dernière décennie, des domaines particuliers nommés « rafts 

lipidiques » ont été identifiés dans la membrane plasmique des cellules de 

mammifères. Ces rafts sont caractérisés d’une part par une teneur élévée en 

cholestérol et en sphingolipides, et d’autre part par l’affinité particulière que 

partagent plusieurs protéines de signalisation pour ces domaines 

membranaires (Simons & Toomre, 2000; Lai, 2003; Munro, 2003). La 

localisation de certaines protéines de signalisation au sein des rafts influence 

leur activité. Par exemple, l’intégrine α6β4 (Gagnoux-Palacios et al., 2003), 

le récepteur de l’EGF (Ringerike et al., 2002; Roepstorff et al., 2002) ou 

HER2 (Nagy et al., 2002) font partie de ces protéines. Les rafts lipidiques 

sont dès lors considérés comme plateformes de signalisation. 

3.2.3.2 Implication des rafts au cours de la différenciation des 
kératinocytes 

Des rafts lipidiques ont été identifiés dans les kératinocytes (Gniadecki et al., 

2002). Au niveau de la couche épidermique basale, les kératinocytes 

amplificateurs transitoires sont enrichis en rafts par rapport aux cellules 

souches, suggérant que les rafts pourraient intervenir dans la régulation du 

phénotype des kératinocytes par un mécanisme encore à découvrir 

(Gniadecki & Bang, 2003). 

D’autre part, les cavéoles sont une sous-famille de rafts lipidiques (pour des 

revues, voir Smart et al., 1999; Fielding & Fielding, 2003; van Deurs et al., 

2003) qui peuvent notamment former des invaginations au niveau de la 

membrane plasmique de la plupart des cellules, et qui sont surtout 

caractérisées par la présence de cavéolines. Les cavéolines sont des protéines 

qui montrent une affinité particulière pour le cholestérol et qui stabilisent la 
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structure des cavéoles. L’étude récente de l’expression et de la localisation 

des cavéolines dans des kératinocytes en différenciation tardive suggère un 

rôle de ces protéines dans la biogénèse des corps lamellaires (Sando et al., 

2003). La littérature indique donc que les rafts lipidiques et par conséquent 

le cholestérol qui leur est associé pourraient intervenir au cours de la 

différenciation des kératinocytes. 

3.2.3.3 Utilisation de la méthyl-β-cyclodextrine pour étudier le 
rôle du cholestérol dans la physiologie du kératinocyte 

3.2.3.3.1 Propriétés structurales et chimiques de la méthyl-β-
cyclodextrine 

Les rôles physiologiques du cholestérol de la membrane plasmique peuvent 

être étudiés en analysant les effets d’une extraction de ce cholestérol. Une 

telle extraction peut être induite dans des cellules en culture par un 

traitement par le polysaccharide cyclique méthyl-β-cyclodextrine (MβCD) 

(Klein et al., 1995). Cette molécule est composée d’un cycle de 7 résidus 

glucose reliés par des liaisons glycosidiques α-1,4 et portant un nombre 

variable de groupements méthyle (fig. I-9). Ce cycle de résidus glucose 

forme une cavité centrale hydrophobe dans laquelle peut se loger une 

molécule de cholestérol. La MβCD peut ainsi extraire le cholestérol 

membranaire de façon assez spécifique sans s’incorporer dans la membrane 

biologique (Pitha et al., 1988). En extrayant le cholestérol, un traitement par 

la MβCD désorganise la structure des rafts lipidiques (Hooper, 1999; 

Ostermeyer et al., 1999; Kabouridis et al., 2000) et des cavéoles (Parpal et 

al., 2001). 
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Fig. I-9 : Représentation schématique d’une 
molécule de méthyl-β-cyclodextrine. 
Une molécule de méthyl-β-cyclodextrine peut être 
comparée à un beignet, possédant une cavité centrale 
dans laquelle peut se loger une molécule de cholestérol, 
et porte un nombre aléatoire de groupements méthyl 
(ici quatre). 

3.2.3.3.2 Effets d’une incubation en 
présence de méthyl-β-
cyclodextrine sur la signalisation cellulaire 

Comme nous l’avons précisé plus haut, la littérature nous apprend que dans 

plusieurs types cellulaires, un traitement avec la MβCD active le récepteur 

de l’EGF (Chen & Resh, 2002; Pike & Casey, 2002) et HER2 (Nagy et al., 

2002). L’activation de ces récepteurs est apparemment liée à leur localisation 

habituelle dans les rafts lipidiques dont la structure est détruite lors d’un 

traitement par la MβCD (Nagy et al., 2002; Ringerike et al., 2002; 

Roepstorff et al., 2002). Ce traitement va également activer ERK (Furuchi & 

Anderson, 1998; Kabouridis et al., 2000; Chen & Resh, 2001) par 

l’intermédiaire du récepteur de l’EGF (Chen & Resh, 2002), mais il a aussi 

été démontré que l’activité des MAP kinases p38 est altérée par une 

déplétion en cholestérol (Hossain et al., 2000; Iwabuchi & Nagaoka, 2002). 
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4 Objectifs du travail 

Afin de maintenir l’homéostasie tissulaire, l’épiderme doit contrôler 

l’équilibre entre prolifération et différenciation des kératinocytes, mais aussi 

réguler la différenciation terminale qui mène à la formation de la couche 

cornée et à la desquamation. Toute perturbation des mécanismes de 

régulation peut induire des pathologies cutanées, comme par exemple le 

psoriasis. Dès lors, connaître les mécanismes qui contrôlent l’homéostasie de 

l’épiderme présente un intérêt majeur pour la biologie cutanée. 

Puisque le rôle du compartiment lysosomal au cours de la différenciation 

épidermique n’est pas encore entièrement précisé, nous avons étudié 

l’implication de certains constituants lysosomaux au cours de ce processus. 

La protéase lysosomale soluble cathepsine D peut intervenir au cours de la 

différenciation épidermique en favorisant la desquamation des kératinocytes 

à la surface du tissu (Horikoshi et al., 1999). Puisque ce rôle hypothétique 

(ou d’autres rôles qu’il reste à identifier) nécessite la sécrétion de cette 

enzyme par les kératinocytes, nous avons étudié certaines propriétés 

biosynthétiques de la cathepsine D dans ces cellules afin de préciser 

l’implication éventuelle de cette enzyme au cours de la différenciation 

épidermique. 

Au cours de la différenciation épidermique in vivo, une entrée de calcium 

dans les kératinocytes active la transglutaminase 1, qui conjugue des 

protéines de structure comme l’involucrine et la loricrine pour former 

l’enveloppe cornée des kératinocytes différenciés (Rice & Green, 1979; 

Menon et al., 1985; Michel & Demarchez, 1988). Or, dans plusieurs types 

cellulaires, une entrée de calcium induit l’exocytose de lysosomes (pour des 

revues, voir Andrews, 2002; McNeil & Steinhardt, 2003). En plus d’une 
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apparition de protéines lysosomales membranaires au niveau de la 

membrane plasmique des cellules, cet évènement est caractérisé par la 

libération d’enzymes lysosomales solubles dans l’espace extracellulaire, 

parmi lesquelles figure la cathepsine D (Rodriguez et al., 1997 ; Gardella et 

al., 2001). Afin de préciser l’implication éventuelle de certains constituants 

des lysosomes au cours de la différenciation épidermique, nous avons étudié 

si les kératinocytes sont susceptibles de répondre à une entrée de calcium par 

l’exocytose de lysosomes. 

Pendant les phases tardives de la différenciation épidermique, le cholestérol 

joue des rôles importants puisqu’il est impliqué dans la formation des 

enveloppes cornées (Schmidt et al., 1991) et est un composant crucial de la 

barrière lipidique (Menon et al., 1992a). Par l’intermédiaire des rafts 

lipidiques, qui sont des structures membranaires riches en cholestérol, ce 

lipide peut intervenir dans la physiologie des kératinocytes (Gniadecki & 

Bang, 2003 ; Gniadecki et al., 2002). Des protéines de signalisation comme 

les récepteurs de la famille des HER (De Potter et al., 2001 ; Jost et al., 

2000 ; Mitev & Miteva, 1999) ou les MAP kinases ERK et p38 (Eckert et 

al., 2002) peuvent réguler le phénotype des kératinocytes. Plusieurs études 

récentes ont montré que le cholestérol peut influencer l’activité de ces 

protéines de signalisation (Chen et al., 2001, 2002 ; Furuchi & Anderson, 

1998 ; Kabouridis et al., 2001 ; Nagy et al., 2002 ; Pike & Casey, 2002 ; 

Ringerike et al., 2002 ; Roepstorff et al., 2002). Nous avons dès lors étudié si 

le cholestérol peut être impliqué dans la régulation du phénotype des 

kératinocytes, éventuellement en contrôlant l’activité de certaines protéines 

de signalisation dont l’intervention dans la régulation du phénotype des 

kératinocytes est connue. 

 



 

 

 Matériel et Méthodes 

1 Culture cellulaire 

Des échantillons de peau humaine normale d’abdomen sont obtenus après 
consentement éclairé lors d’opérations de chirurgie plastique pratiquées par 
le Dr B. Bienfait (Clinique St-Luc, Bouge). Ces échantillons de peau sont 
découpés en morceaux d’environ 1 cm2 et incubés, face épidermique vers le 
haut, flottant sur une solution contenant 0,17% de trypsine (Sigma) pendant 
une nuit à 4°C (Wille et al., 1984). Le lendemain, l’épiderme est détaché du 
derme à l’aide de pinces et les cellules épidermiques sont séparées les unes 
des autres par action mécanique. Les cellules différenciées formant 
notamment la couche cornée sont séparées des cellules moins différenciées 
par un passage à travers un filtre en nylon de 70 μm (Cell Strainer, Falcon). 
Les cellules récupérées sont ensemencées à raison de 8000 cellules/cm2 dans 
du milieu KBM-2 contenant du calcium 0,15 mM (Clonetics) et 0,1% de 
sérum de veau fœtal (Sigma), ainsi que les additifs décrits dans le tableau M-
I. Avant utilisation, un volume de sérum de veau foetal a été dialysé contre 
une solution saline sans calcium tamponnée par du phosphate (PBS ; 
chlorure de sodium 137 mM, phosphate 10 mM, chlorure de potassium 2,7 
mM, pH 7,4) afin d’éliminer les ions calcium du sérum. 

Additifs Concentrations finales 
extrait pituitaire bovin 50 μg/ml 
EGF 5 ng/ml 
insuline 5 μg/ml 
hydrocortisone 5x10-7 M 
transferrine 5 μg/ml 
épinéphrine non communiquée par le fabricant
pénicilline 50 U/ml 
streptomycine 50 μg/ml 

Tableau M-I : Facteurs additionnés au milieu KBM-2 (Clonetics) afin de 
constituer le milieu de culture primaire des kératinocytes. 

La population cellulaire en culture primaire est ensuite amplifiée en milieu 
de culture complet sans sérum. Les kératinocytes provenant de cultures 
primaires sous-confluentes prolifératives sont détachés de leur substrat par 
une solution contenant 0,025% de trypsine et de l’EDTA 10 mM. Les 
cellules sont ensemencées en culture secondaire à 6000 cellules/cm2 dans du 
milieu Epilife® contenant du calcium 0,06 mM (Cascade) afin d’amplifier 
davantage la population cellulaire. Des résultats obtenus dans notre 
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laboratoire indiquent en effet que l’incubation en présence du milieu 
Epilife® est plus propice à la prolifération des kératinocytes que le milieu 
KGM-2. Le milieu Epilife® est supplémenté par les additifs du tableau M-II. 

Facteur Concentration finale
extrait pituitaire bovin 0,2% 
EGF 0,2 ng/ml 
hydrocortisone 0,18 μg/ml 
insuline 5 μg/ml 
transferrine 5 μg/ml 
pénicilline 50 U/ml 
streptomycine 50 μg/ml 

Tableau M-II : Facteurs additionnés au milieu Epilife® (Cascade) afin de 
constituer le milieu de culture secondaire ou tertiaire. 

Les kératinocytes provenant de cultures secondaires ou tertiaires 
prolifératives sont à nouveau détachés et congelés afin de constituer un stock 
de cellules qui pourront être utilisées pour les différentes expériences. Les 
expériences ont été réalisées en utilisant des cultures tertiaires ou 
quaternaires en conditions de culture autocrine. Les kératinocytes sont 
décongelés et ensemencés à 6000 cellules/cm2 dans du milieu KBM-2 
additionnés des facteurs décrits dans le tableau 1-I. Lorsque la population 
cellulaire recouvre environ 40% à 50% de la surface de culture, le milieu 
KBM-2 est utilisé sans addition de facteurs exogènes, à l’exception de 
l’hydrocortisone, la pénicilline et la streptomycine et d’un mélange d’acides 
aminés repris dans le tableau M-III. Le milieu autocrine est renouvelé tous 
les deux jours pour générer des cultures sous-confluentes, confluentes et 
post-confluentes (Poumay & Pittelkow, 1995; Poumay et al., 1999). 

Acide aminé Concentration 
finale 

L-histidine 2,4x10-4 M 
L-isoleucine 7,5x10-4 M 
L-méthionine 9x10-5 M 
L-phénylalanine 9x10-5 M 
L-tryptophane 4,5x10-5 M 
L-tyrosine 7,5x10-5 M 

Tableau M-III : Acides aminés additionnés au milieu KBM-2 pour constituer 
le milieu autocrine. 

Les cellules tumorales humaines MDA-MB-231 isolées à partir d’un 
carcinome mammaire (Cailleau et al., 1974) ont été obtenues de l’ATCC, 
tandis que les fibroblastes normaux humains ont été isolés dans notre 
laboratoire à partir de derme provenant d’échantillons de peau normale. Les 
cellules MDA-MB-231 et les fibroblastes ont été mis en culture avec du 
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milieu DMEM (Cambrex) contenant 10% de sérum de veau fœtal, 50 U/ml 
de pénicilline et 50 μg/ml de streptomycine (Sigma). 

2 Analyse de la maturation et de la sécrétion de 
la cathepsine D et de la maturation de Lamp-1 

2.1 Marquage métabolique 

Les kératinocytes sont mis en culture dans des boîtes de Pétri de 6 cm de 
diamètre (TPP) et amenés à sous-confluence, confluence ou post-confluence 
en conditions autocrines. L’étude de la maturation de la cathepsine D et de 
Lamp-1 est réalisée par un marquage métabolique pulse-chase. Pour ce faire, 
les cellules sont incubées en présence de milieu sans méthionine ni cystéine 
(KBLM-2, Clonetics) pendant 1h, puis incubées en présence de milieu 
KBLM-2 contenant un mélange de méthionine et de cystéine radioactive 
(Tran35S-Label™, ICN, 5,5 MBq par boîte de Pétri) pendant 30 min 
(cathepsine D) ou 1h (Lamp-1), ce qui permet de marquer les protéines 
néosynthétisées. Ensuite, les cellules sont lavées et incubées en présence de 
milieu autocrine froid pendant des laps de temps variables. L’étude de la 
sécrétion de la cathepsine D est réalisée par un marquage métabolique long, 
en incubant les cellules en présence de milieu KBLM-2 contenant un 
mélange de méthionine et de cystéine radioactive (Tran35S-Label™, 5,5 MBq 
par boîte de Pétri) pendant 16h. 

Après le marquage métabolique, l’incorporation d’acides aminés radioactifs 
par les cellules est vérifiée afin de normaliser les lysats. Pour ce faire, les 
cpm émis par 20 μl de lysat et 20 μl du milieu de marquage correspondant 
sont comptés en utilisant un compteur à scintillation (Beckman). Les 
résultats de ces comptages sont comparés. Nous n’avons pas observé une 
variation significative des cpm incorporés par les cellules après avoir réalisé 
les premières expériences de marquage métabolique. Nous avons considéré 
par la suite que, du moins au sein d’une expérience, l’incorporation d’acides 
aminés radioactifs est homogène et nous n’avons plus effectué ce contrôle. 

2.2 Immunoprécipitation et visualisation des 
protéines immunoprécipitées 

Après le temps d’incubation requis, les milieux sont récoltés et les 
kératinocytes sont lavés et lysés dans 1 ml de tampon de lyse (PBS, 1% 
Triton X-100, 5 μg/ml pepstatine A, 1 μg/ml leupeptine, 0,02 mg/ml 
aprotinine). Les milieux sont centrifugés à 1000 g pendant 5 min et les lysats 
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sont centrifugés à 13000 g pendant 10 min à 4°C. Les surnageants sont 
récoltés, préabsorbés en présence de protéine A-agarose (cathepsine D) ou 
protéine G-agarose (Lamp-1) pendant 1h sur un agitateur rotatif et incubés 
en présence de 2 μl d’anticorps spécifiques de la cathepsine D ou de Lamp-1 
(voir tableau M-IV) pendant 1h à 4°C. Les complexes immuns sont captés 
par une incubation en présence de protéine A-agarose (cathepsine D) ou 
protéine G-agarose (Lamp-1) pendant 1h à 4°C. Les billes d’agarose sont 
lavées 5 fois avec un tampon PBS contenant 0,5% de déoxycholate de 
sodium, 1% de Triton X-100 et 0,1% de SDS. Les protéines 
immunoprécipitées sont détachées par une incubation dans du tampon riche 
en détergent et en agent réducteur (Tris-HCl 0,125 M, 0,2% de glycérol, 4% 
de SDS, dithiothreitol/DTT 0,4 M, 0,1% de bleu de bromophénol, pH 6,8) 
pendant 5 min à 100°C et séparées par électrophorèse dans un gel à 12,5% 
de polyacrylamide en présence de 0,01% de SDS (Laemmli, 1970). Le gel 
d’électrophorèse est séché et les protéines marquées aux acides aminés 
radioactifs sont visualisées au moyen d’un appareil Cyclone™ (Packard) en 
utilisant des écrans à stockage de phosphore. 

Anticorps Firme/Institution Isotype Clone Source
cathepsine D DAKO polyclonal  lapin 
Lamp-1 DSHB monoclonal H4A3 souris 
Lamp-2 DSHB monoclonal H4B4 souris 
CD9 Inserm U268 monoclonal Syb-1 souris 

Tableau M-IV : Anticorps primaires utilisés pour l’immunoprécipitation de 
la cathepsine D, de Lamp-1, de Lamp-2 et de CD9. 
Selon le fabricant, l’anticorps dirigé contre la cathepsine D a été obtenu en immunisant des 
lapins contre une forme active de 46 kDa de la cathepsine D purifiée à partir de foie humain. 
Les anticorps dirigés contre Lamp-1 et Lamp-2 ont été fournis par la Developmental Studies 
Hybridoma Bank (DSHB), développée par J.T. August et J.E.K. Hildreth sous les auspices de 
la NICHD et maintenue par l’Université de l’Iowa, Département des Sciences Biologiques, 
Iowa City, IA 52242, Etats-Unis. Les anticorps dirigés contre CD9 nous ont été aimablement 
fournis par le Dr E. Rubinstein de l’INSERM U268, Hôpital Paul Brousse, Villejuif, France. 

3 Traitement des kératinocytes par l’ionomycine  

Des cultures de kératinocytes sont produites en conditions autocrines et 
traitées à confluence par l’ionomycine (Sigma). Une solution stock 
d’ionomycine 10 mM est préparée dans du DMSO. Le milieu de culture 
contenant de l’ionomycine 10 ou 30 μM est préparé en diluant la solution 
stock dans le milieu de culture autocrine qui contient normalement du 
calcium 0,15 mM. Eventuellement, la concentration en calcium du milieu de 
culture est augmentée à 1 mM pour analyser l’implication de la 
concentration extracellulaire en calcium sur les effets induits par une 
incubation des kératinocytes en présence d’ionomycine. Comme condition 
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contrôle, la concentration en DMSO des milieux de culture des cellules non 
traitées est ajustée à la concentration de DMSO introduite dans les milieux 
contenant de l’ionomycine. 

4 Mesure de la cytotoxicité exercée par le 
traitement avec l’ionomycine 

La cytotoxicité éventuelle exercée par un traitement avec l’ionomycine sur 
des cultures de kératinocytes à confluence est évaluée grâce à un marquage 
avec l’acridine orange et le bromure d’éthidium. Ce double marquage permet 
de visualiser les cellules vivantes marquées par l’acridine orange et les 
cellules mortes marquées par le bromure d’éthidium (Brice et al., 1988). Les 
cellules sont incubées en présence d’une solution contenant 0,003 mg/ml 
d’acridine orange et 0,01 mg/ml de bromure d’éthidium et observées 
immédiatement au moyen d’un microscope à épifluorescence équipé d’un 
filtre spécifique pour le FITC. Les cellules vivantes marquées par l’acridine 
orange émettent une fluorescence verte tandis que les cellules mortes 
marquées par le bromure d’éthidium émettent une fluorescence orange. A un 
grossissement de 200x, les cellules vivantes et mortes sont comptées dans 
trois champs visuels différents. Pour chaque champ visuel, le nombre des 
cellules mortes est rapporté au nombre du total des cellules afin de donner 
une estimation de la cytotoxicité induite par le traitement avec l’ionomycine. 
Les résultats de trois expériences indépendantes sont comparées au moyen 
du test t de Student. 

5 Détection de la formation d’enveloppes 
cornées 

La formation d’enveloppes cornées lors d’un traitement de kératinocytes 
avec l’ionomycine est analysée selon Leigh & Watt, 1994. Des cultures 
postconfluentes sont incubées en présence d’ionomycine 10 μM pendant 5h. 
Ensuite, les cellules sont lysées dans une solution aqueuse contenant 2% de 
SDS et du DTT 20 mM pendant 20 min à 37°C. Les enveloppes cornées sont 
insolubles et peuvent être visualisées au moyen d’un microscope inversé à 
contraste de phase. Des photos ont été prises avec un appareil numérique 
Olympus. 
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6 Etude des effets d’une entrée de calcium dans 
les kératinocytes sur la sécrétion de la 
cathepsine D 

Les effets éventuels d’un traitement de kératinocytes avec l’ionomycine sur 
la sécrétion de la cathepsine D sont analysés par la technique du marquage 
métabolique et l’immunoprécipitation décrite dans le § 2. Brièvement, les 
kératinocytes sont marqués au Tran35S-Label™ pendant 1h, lavés et laissés 
pendant 17h en présence de milieu de culture autocrine. Ensuite, les cellules 
sont incubées en présence d’ionomycine pendant une 1h. La cathepsine D est 
immunoprécipitée à partir des milieux d’incubation et des lysats cellulaires 
correspondants et visualisée comme décrit dans le § 2. 

7 Dosage d’activités enzymatiques 

Les kératinocytes sont mis en culture dans des boîtes à 6 puits, amenés à 
confluence en conditions de culture autocrine et incubés en présence 
d’ionomycine pendant maximum 1h. L’activité de la cathepsine C, de la β-
galactosidase et de la dipeptidylpeptidase III (DPP III) est mesurée dans les 
milieux d’incubation et les lysats cellulaires correspondants. Les activités 
enzymatiques sont mesurées dans 200 μl de milieu d’incubation ou 20 μl de 
lysat cellulaire, incubés à 37°C dans des volumes de 500 μl contenant les 
substrats et les tampons repris dans les tableau M-V. La réaction est arrêtée 
après 30 min en ajoutant 1 ml de tampon glycine 50 mM à pH 10,5 
contenant de l’EDTA 50 mM et 0,5% de Triton X-100. La fluorescence 
émise par le groupement libéré est mesurée dans un spectrofluorimètre SPF 
Aminco (SLM Instruments) et l’activité enzymatique est exprimée en unités 
arbitraires de fluorescence. Le pourcentage d’activité sécrétée est calculé par 
rapport à l’activité totale, c’est-à-dire par rapport à la somme de l’activité 
mesurée dans les milieux et de l’activité mesurée dans les lysats cellulaires. 
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Enzyme Substrat Firme Tampon Fluorescence Référence 
cathepsine C glycyl-arginyl-7-amido- 

4-méthylcoumarine 
0,25 mM 

Bachem acétate 50 mM 
à pH 5,5, 
chlorhydrate 
de thioéthyl-
amine 1 mM, 
0,05% de 
Triton X-100 

Exc. :365 nm 
Em. : 450 nm 

Jadot et 
al., 1984 

β-galactosidase 4-méthylumbelliféryl- 
β-D-galactopyranoside 
0,5 mM 

Sigma acétate 50 mM 
à pH 4,5, 
NaCl 50 mM, 
0,05% de 
Triton X-100 

Exc. :365 nm 
Em. : 450 nm 

Wattiaux 
et al., 
1997 

DPP III argynyl-argynyl- 
naphtylamide 
0,25 mM 

Bachem Tris 0,125 M à 
pH 8, 
0,05% de 
Triton X-100 

Exc. :335 nm 
Em. : 415 nm 

Yamamoto 
et al., 
2000 

Tableau M-V : Récapitulatif des réactifs et des protocoles expérimentaux 
employés pour le dosage des activités enzymatiques de la cathepsine C, de la 
β-galactosidase et de la DPP III. 

L’activité de l’adénylate kinase est mesurée en utilisant le kit ToxiLight 
(Cambrex) selon les instructions fournies par le fabricant. Ce kit est basé sur 
la détection par bioluminescence de l’adénylate kinase (Crouch et al., 1993). 
L’adénylate kinase présente dans le milieu d’incubation phosphoryle 
l’adénosine-diphosphate (ADP) en adénosine-triphosphate (ATP). La 
luciférase également présente dans le milieu d’incubation catalyse la 
formation d’oxyluciférine à partir de luciférine, d’ATP et d’oxygène, 
engendrant la libération de lumière détectable au luminomètre. 

8 Analyse de l’apparition de Lamp-1 et de Lamp-
2 au niveau de la membrane plasmique 

Les effets éventuels d’un traitement de kératinocytes avec l’ionomycine sur 
l’apparition de Lamp-1 et Lamp-2 au niveau de la membrane plasmique ont 
été étudiés par une approche biochimique et une approche morphologique. 

8.1 Biotinylation de Lamp-1, Lamp-2 ou CD9 et 
précipitation des protéines biotinylées par la 
streptavidine-agarose 

L’étude par approche biochimique a été réalisée selon une procédure basée 
sur la méthode de Rohrer et al., 1996. La fig. M-1 montre une représentation 
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schématique de la procédure expérimentale utilisée pour la détection 
biochimique de la localisation de Lamp-1 au niveau de la membrane 
plasmique des kératinocytes. Les kératinocytes sont mis en culture dans des 
boîtes de Pétri de 6 cm de diamètre et amenés à confluence en conditions de 
culture autocrine. Les cellules sont marquées à 37°C en présence de Tran35S-
Label™ pendant 1h, lavées et incubées pendant 2h dans du milieu de culture 
autocrine. Ensuite, les kératinocytes sont incubés à 37°C pendant 1h en 
présence d’ionomycine 30 μM ou d’ionomycine 30 μM et d’EGTA 5 mM. 
Les cellules sont lavées cinq fois avec du tampon PBS à 4°C et incubés sur 
la glace dans du tampon PBS contenant 2 mg/ml de NHS-SS-biotine (Pierce) 
pendant 45 min. La biotinylation est arrêtée par quatre lavages avec du 
tampon PBS contenant de la glycine 50 mM. Les cellules sont lysées et 
Lamp-1, Lamp-2 ou CD9 sont immunoprécipités selon la procédure décrite 
dans le § 2 en utilisant les anticorps décrits dans le tableau M-IV. Les 
protéines immunoprécipitées sont détachées par une incubation avec 100 μl 
d’une solution aqueuse contenant 0,5% de SDS à 95°C pendant 10 min. 
L’échantillon est vortexé et centrifugé à 13000 g pendant 20 s. Le surnageant 
est dilué dans 900 μl de tampon de lyse et les protéines biotinylées sont 
précipitées par une incubation en présence de streptavidine-agarose (Pierce) 
pendant minimum 4h à 4°C. Les billes d’agarose sont sédimentées et les 
protéines contenues dans la moitié du surnageant sont précipitées en 
mélangeant les 500 μl de milieu avec 500 μl d’une solution contenant 2 
volumes de méthanol pour 1 volume de chloroforme. Après une 
centrifugation à 13000 g pendant 1 min, la phase aqueuse est écartée et la 
phase organique est lavée avec 400 μl de méthanol. Après une nouvelle 
centrifugation à 13000 g pendant 1 min, le surnageant est écarté et le culot 
protéique est séché et resuspendu dans du tampon riche en détergent et en 
agent réducteur (Tris-HCl 0,125 M, 0,2% de glycérol, 4% de SDS, 
dithiothreitol/DTT 0,4 M, 0,1% de bleu de bromophénol, pH 6,8). Les billes 
de streptavidine-agarose sont lavées 3 fois avec du tampon PBS contenant 
0,5% de déoxycholate de sodium, 1% de Triton X-100 et 0,1% de SDS et les 
protéines biotinylées sont détachées par une incubation avec du tampon riche 
en détergent et en agent réducteur pendant 5 min à 100°C. Les protéines 
biotinylées et non-biotinylées sont séparées par électrophorèse dans un gel 
de polyacrylamide en présence de SDS. Un gel avec une concentration de 
7,5% de polyacrylamide est utilisé pour la détection de Lamp-1 et de Lamp-
2 (110-120 kDa) et un gel avec une concentration de 15% de polyacrylamide 
est utilisé pour la détection de CD9 (24 kDa). Le gel d’électrophorèse est 
séché et les protéines marquées aux acides aminés radioactifs sont visualisés 
par un appareil Cyclone (Packard) en utilisant des écrans de stockage au 
phosphore. 
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La détection de Lamp-2 est réalisée par Western blot. Après électrophorèse, 
les protéines sont transférées sur une membrane de polyvinylidène difluoride 
(PVDF, Amersham) par une technique d’électro-blotting en immersion (Bio-
Rad) selon les instructions du fabricant. Les sites non spécifiques de la 
membrane sont ensuite bloqués par une incubation en présence d’une 
solution saline tamponnée par du tris-(hydroxymethyl)-aminométhane (Tris) 
(TBS; chlorure de sodium 137 mM, Tris 10 mM, pH 7,4) contenant 0,1% de 
Tween-20 et 5% de lait écrémé (TBST) pendant 1h à température ambiante. 
La membrane est ensuite incubée en présence d’anticorps primaires 
spécifiques de Lamp-2 dilués dans du tampon TBST, suivi, après quelques 
lavages, d’une incubation en présence d’anticorps secondaires couplés à la 
peroxydase de raifort (DAKO). Lamp-2 est révélé par chémiluminescence 
(kit POD, Roche). 
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Fig. M-1 : Représentation schématique de la procédure expérimentale 
utilisée pour la détection biochimique de la localisation de Lamp-1 au 
niveau de la membrane plasmique des kératinocytes suite à une incubation 
en présence d’ionomycine (ext=espace extracellulaire ; cyt=cytoplasme) 
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8.2 Détection par immunofluorescence de Lamp-1 
ou de la kinésine au niveau de la membrane 
plasmique 

L’approche morphologique pour étudier les effets éventuels d’un traitement 
de kératinocytes avec l’ionomycine sur l’apparition de Lamp-1 et Lamp-2 au 
niveau de la membrane plasmique est basée sur la méthode de Amos & 
Lotan, 1990. Les kératinocytes sont mis en culture sur des lames couvre-
objets en verre, sont amenés à confluence et incubés en présence 
d’ionomycine 30 μM pendant 1h. Ensuite, les cellules sont lavées 3 fois avec 
du PBS à 4°C et incubées pendant 30 min à 4°C avec des anticorps 
monoclonaux de souris spécifiques de Lamp-1 (voir tableau M-IV) ou de la 
kinésine (clone KN-01, Exbio) dilués 1 :20 dans du tampon PBS contenant 
1% de BSA. Après quelques lavages, les anticorps primaires sont détectés 
par une incubation pendant 30 min à 4°C avec des anticorps secondaires 
couplés à l’Alexa 488™ (Molecular Probes) dilués 1 :200 dans du tampon 
PBS contenant 1% de BSA. Les cellules sont lavées, fixées pendant 30 min à 
température ambiante au moyen de tampon PBS contenant 4% de 
formaldéhyde et montées sur des lames avec du milieu de montage Mowiol 
(Molecular Probes). 

La localisation intracellulaire de Lamp-1 et de la kinésine est visualisée par 
une procédure de marquage en immunofluorescence basée sur la méthode 
décrite par Baudoux et al., 2000. Les kératinocytes sont fixés au moyen de 
tampon PBS contenant 4% de formaldéhyde, lavés, perméabilisés au moyen 
de tampon PBS contenant 1% de BSA et 0,1% de Triton X-100 pendant 30 
min. Les cellules sont ensuite incubées en présence de tampon 
PBS/BSA/Triton X-100 contenant des anticorps spécifiques de Lamp-1 ou 
de la kinésine dilués 1 :20. Après quelques lavages, les anticorps primaires 
sont détectés par une incubation pendant 30 min avec des anticorps 
secondaires couplés à l’Alexa 488™ dilués 1 :200 dans du tampon 
PBS/BSA/Triton X-100. 

Après le marquage, les cellules sont observés en utilisant un microscope à 
épifluorescence Olympus AX70 équipé des filtres spécifiques pour 
l’observation du FITC. Des photos sont prises au moyen d’une caméra 
numérique AxioCam et le logiciel AxioVision (Zeiss). 

9 Déplétion des kératinocytes en cholestérol. 

Des cultures de kératinocytes sont préparées en conditions autocrines comme 
décrit dans le § 1 jusqu’à sous-confluence, confluence ou post-confluence. 
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Les cultures sont alors incubées en présence de méthyl-β-cyclodextrine 
(MβCD, Sigma) dans le but de dépléter les membranes cellulaires en 
cholestérol (Klein et al., 1995). La MβCD est utilisée à une concentration de 
1% (poids/volume), correspondant approximativement à 7.5 mM. Une telle 
concentration a été classiquement utilisée pour traiter des cellules en culture 
avec la MβCD, dont les kératinocytes (Gniadecki et al., 2002). 

Pour contrôler que les effets de la MβCD sont bien dus à l’extraction du 
cholestérol, des complexes MβCD-cholestérol sont préparés selon Klein et 
al. (1995) : 1 g de MβCD est dissous dans de l’eau distillée et 30 mg de 
cholestérol (Sigma) sont dissous dans une solution contenant 2 volumes de 
méthanol pour 1 volume de chloroforme. La solution de MβCD est chauffée 
à 80°C et la solution de cholestérol est ajoutée goutte par goutte. Les 
solutions sont mélangées par un agitateur magnétique jusqu’à la dissolution 
complète du cholestérol. La solution de MβCD-cholestérol est séchée sous 
une atmosphère d’azote. 

Avant leur ajout sur les kératinocytes, les réactifs sont dissous 
extemporanément dans du milieu de culture et ces milieux sont restérilisés 
par filtration à travers un filtre 0,2 μm (Millex GP, Millipore). 

L’analyse de l’effet d’une déplétion en cholestérol sur l’expression génique 
nécessite une incubation prolongée. En nous inspirant d’une procédure mise 
au point pour la déplétion en cholestérol de fibroblastes (Cooper et al., 
2003), les kératinocytes sont incubés en présence de MβCD pendant 1h pour 
extraire le cholestérol membranaire. La MβCD est alors enlevée du milieu de 
culture, mais la néosynthèse de cholestérol est inhibée par un traitement avec 
de la lovastatine 10 μM (Sigma) pendant 17h pour empêcher les cellules de 
réapprovisionner leur stock en cholestérol membranaire. La lovastatine 
inhibe la hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) réductase, qui 
est une enzyme-clé dans la voie de synthèse du cholestérol (Kita et al., 
1980). 

10 Mesure de la cytotoxicité exercée par le 
traitement avec la méthyl-β-cyclodextrine 

La cytotoxicité éventuelle que la déplétion en cholestérol exerce sur les 
cultures de kératinocytes est analysée en utilisant le kit ToxiLight™ 
(Cambrex), basé sur la libération de l’enzyme cytosolique adénylate kinase 
par les cellules, selon les instructions fournies par le fabricant (cf. § 7). 
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11 Dosage du cholestérol 

Les kératinocytes sont lysés dans un tampon PBS à 1% de Triton X-100 et le 
cholestérol cellulaire est dosé dans les lysats au moyen du kit Cholestérol 
RTU (bioMérieux) selon les instructions du fabricant. Le cholestérol est dosé 
en utilisant la séquence cholestérol estérase-cholestérol oxydase-peroxydase-
chromogène (Allain et al., 1974). La concentration en cholestérol mesurée 
dans les lysats est rapportée à la concentration en protéines mesurée en 
utilisant le kit Dc (Bio-Rad), dont la méthode de détection est basée sur la 
méthode de Lowry, 1951. 

12 Détection morphologique du cholestérol 

Le cholestérol cellulaire peut être visualisé en incubant les cellules en 
présence de filipine, qui est une molécule fluorescente se fixant au 
cholestérol (Porn & Slotte, 1995). Des kératinocytes mis en culture sur des 
lamelles couvre-objets sont lavés avec du PBS, fixés avec une solution 
contenant 4% de paraformaldéhyde pendant 30 min à température ambiante, 
relavés avec du PBS et incubés en présence de 50 μg/ml de filipine (Sigma) 
pendant 30 min à température ambiante. Les cellules sont lavées et montées 
sur des lames porte-objets en utilisant le milieu de montage Mowiol 
(Molecular Probes). Le marquage avec la filipine est visualisé en 
fluorescence au moyen d’un microscope Olympus AX70 équipé des filtres 
adéquats pour une excitation en lumière UV. Des photos numériques sont 
prises grâce à une caméra numérique AxioCam et le logiciel AxioVision 
(Zeiss). 

13 Détection des cellules apoptotiques 

La population de cellules apoptotiques est détectée dans des cultures de 
kératinocytes en utilisant le In Situ Cell Death Detection kit (Roche) selon 
les instructions fournies par le fabricant. 

14 Détection des rafts lipidiques 

Le marquage de cellules avec la sous-unité B de la toxine cholérique couplée 
à une molécule fluorescente est une méthode bien établie pour visualiser les 
rafts lipidiques (Harder et al., 1998), parce que cette sous-unité est un ligand 
du ganglioside GM1 qui est spécifique des rafts. Cette méthode a été utilisée 
pour détecter les rafts dans la membrane plasmique des kératinocytes 
(Gniadecki et al., 2002). Des cultures de kératinocytes sont ensemencées sur 
des couvre-objets et poursuivies jusqu’à confluence. Les cellules sont lavées 
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avec du PBS et incubées à 4°C pendant 30 min en présence de PBS 
contenant 1% de BSA et 8 μg/ml de sous-unité B de la toxine cholérique 
couplée à l’Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes). Cette incubation peut 
aussi être réalisée à 12°C. A cette température, la sous-unité B de toxine 
cholérique induit la formation de pentamères de ganglioside GM1 (Merritt et 
al., 1994), ce qui induit la formation d’agrégats de rafts lipidiques (Harder et 
al., 1998). Les cellules sont lavées avec du PBS et fixées par une incubation 
en présence de PBS contenant 4% de formaldéhyde pendant 30 min. Après 
quelques lavages supplémentaires, les lamelles sont montées sur des lames 
porte-objets en utilisant le milieu de montage Mowiol (Molecular Probes). 
Les cellules sont observées en épifluorescence au moyen d’un microscope 
Olympus AX70 équipé des filtres spécifiques pour l’observation du FITC. 
Des photos numériques sont prises grâce à une caméra numérique AxioCam 
et le logiciel AxioVision (Zeiss). 

15 Isolement des ARN poly-A et analyse de 
l’expression des ARN poly-A par Northern blot 

Des kératinocytes sont mis en culture dans des boîtes de Pétri de 10 cm de 
diamètre (Falcon). L’isolation d’ARN poly-A débute par la lyse des cellules 
à l’aide d’une solution riche en détergent et en sels (Tris-HCl 10 mM, NaCl 
100 mM, EDTA 2 mM, 1% de dodécylsulfate de sodium (SDS)). Des 
molécules d’oligo-dT-cellulose (Invitrogen) sont préparées dans une solution 
à concentration saline élevée (Tris-HCl 10 mM, NaCl 500 mM, EDTA 1 
mM, 0,2% de SDS). A raison de 25 mg d’oligo-dT-cellulose par lysat 
provenant d’une boîte, les ARN poly-A sont captés par les molécules 
d’oligo-dT-cellulose pendant une nuit à température ambiante. Les 
complexes oligo-dT-cellulose-ARN poly-A sont récupérés par filtration et 
lavés avec une solution moins concentrée en sels (Tris-HCl 10 mM, NaCl 
100 mM, EDTA 1 mM, 0,2% de SDS). Les ARN poly-A sont ensuite 
détachés par une solution sans sel à 55°C (Tris-HCl 5 mM, EDTA 1 mM, 
0,5% de SDS). Les ARN poly-A sont ensuite précipités en ajustant la 
concentration en NaCl à 0,5 M et en ajoutant 2 volumes d’une solution de 
95% d’éthanol. Après une nuit à –20°C, les ARN poly-A précipités sont 
concentrés par centrifugation à 13000g et dissous dans du tampon TE (Tris-
HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) (Schwab et al., 1983). 

Les échantillons d’ARN poly-A sont séparés dans un gel d’agarose (1,2% 
d’agarose, 6,6% de formaldéhyde, 3-(n-morpholino)-propane acide 
sulfonique (MOPS ; Sigma) 0,2 M, acétate de sodium 50 mM, EDTA 10 
mM, pH 7) par une électrophorèse à 75V durant 3h, transférés sur une 
membrane Zeta-Probe GT (Bio-Rad) et fixés de manière covalente sur la 
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membrane par une irradiation aux rayons UV de 150 mJ/cm2. Une sonde 
d’ADN complémentaire est marquée en utilisant un kit de random priming 
(Invitrogen) avec des nucléotides radioactifs [α-32P]dCTP (ICN). Les 
différentes sondes utilisées sont reprises dans le tableau M-VI. La membrane 
portant les ARN poly-A est hybridée avec la sonde marquée pendant une 
nuit à 43°C dans un tampon d’hybridation préparé selon les instructions du 
fabricant (Na2HPO4 0,12 M, NaCl 0,25 M, SDS 0,24 M, 50% (v/v) 
formamide, pH 7,2). La membrane hybridée est ensuite lavée en utilisant les 
dilutions progressives d’un tampon SSC concentré 20x (chlorure de sodium 
3 M, citrate de sodium 0,3 M, pH 7) de façon à incuber la membrane dans 
des conditions de stringence croissante. Les incubations sont réalisées 
successivement avec un tampon SSC concentré 2x en présence de 0,1% de 
SDS à 25°C et avec un tampon SSC concentré 0,5x en présence de 0,1% de 
SDS à 43°C, puis à 65°C pour toutes les sondes, sauf les sondes spécifiques 
des ARN des kératines. L’hybridation de la membrane avec ces dernières 
sondes est suivie par des lavages avec des solutions aboutissant à 0,1x SSC 
et 0,1% de SDS à 65°C. La membrane est emballée dans du cellophane et 
exposée sur un écran à stockage de phosphore. L’expression des ARN poly-
A est visualisée au moyen d’un appareil Cyclone™ (Packard). Ensuite, la 
sonde marquée est détachée de la membrane par une incubation avec une 
solution bouillante à 0,1x SSC et 0,5% de SDS et la membrane est 
réhybridée avec une autre sonde. Afin de vérifier l’homogénéité du 
chargement du gel d’agarose et du transfert des ARN poly-A, la membrane 
est également hybridée avec la sonde spécifique des ARN de la 
phosphoprotéine ribosomale 36B4 (Laborda, 1991). 

Sondes d’ADN complémentaire Références 
kératine 14, kératine 10 Roop et al., 1988 
involucrine Eckert & Green, 1986 
36B4 Laborda, 1991 

Tableau M-VI : Sondes d’ADN complémentaire utilisées pour hybrider des 
membranes de Northern blot. 

16 Analyse de la phosphorylation des résidus 
tyrosine de protéines par Western blot 

Des cultures autocrines de kératinocytes sont mis en culture dans des boîtes 
de Pétri à 6 cm de diamètre (TPP). A confluence, les cellules subissent une 
déplétion en cholestérol, puis sont lysés dans 150 μl de tampon riche en 
détergent et en agent réducteur (Tris-HCl 0,125 M, 0,2% de glycérol, 4% de 
SDS, dithiothreitol/DTT 0,4 M, 0,1% de bleu de bromophénol, pH 6,8). Les 
lysats sont chauffés à 100°C pendant 5 min. Pour l’analyse de la 
phosphorylation du récepteur de l’EGF, 100 μl de lysat sont chargés sur un 
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gel à 7,5% de polyacrylamide en présence de SDS, tandis que 40 μl de lysat 
sont chargées pour l’analyse de la phosphorylation du récepteur HER2 (gel à 
7,5% de polyacrylamide en présence de SDS), de ERK1/2 et de p38 (gel à 
12,5% de polyacrylamide en présence de SDS). Après électrophorèse, les 
protéines sont transférées sur une membrane en PVDF et les sites non-
spécifiques de la membrane sont bloqués. L’immunodétection de la protéine 
phosphorylée est réalisée en incubant les membranes en présence d’anticorps 
primaires spécifiques, qui sont détectés ensuite par des anticorps secondaires 
couplés à la peroxidase de raifort révélés en chémoluminescence. Les 
différents anticorps sont repris dans le tableau M-VII. L’homogénéité du 
chargement du gel de polyacrylamide en protéines est analysée par 
immunodétection de ERK1/2 (Schmidt et al., 2000) et/ou de l’α-tubuline 
(Mottet et al., 2003). Après l’analyse de la phosphorylation de p38, 
l’homogénéité du chargement du gel de polyacrylamide en p38 est analysée 
par immunodétection de p38. Les résultats montrés sont représentatifs d’au 
moins deux expériences répétées en utilisant des souches de kératinocytes 
provenant de différents donneurs. 

Anticorps Firme Dilution Isotype Source
EGFR phosphorylé BioSource 1 :500 polyclonal lapin 
HER2 phosphorylé Upstate 1 :1000 polyclonal lapin 
ERK1/2 phosphorylé Upstate 1 :1000 monoclonal souris 
p38 phosphorylé BioSource 1 :1000 polyclonal lapin 
ERK1/2 total Upstate 1 :2500 polyclonal lapin 
p38 total Cell Signaling 1 :500 polyclonal lapin 
α-tubuline Sigma 1 :2000 monoclonal souris 

Tableau M-VII : Anticorps primaires utilisés pour la détection de protéines 
phosphorylées par Western blot. 

17 Analyse de la phosphorylation de HER3, de 
p38α, de p38β et de p38δ 

Des cultures de kératinocytes réalisées dans des boîtes de Pétri de 10 cm de 
diamètre (TPP) subissent une déplétion en cholestérol et sont lysées dans 1 
ml de tampon de lyse (PBS, 1% Triton X-100, 5 μg/ml pepstatine A, 1 μg/ml 
leupeptine, 0,02 mg/ml aprotinine, orthovanadate de sodium 10 μM). Les 
lysats sont centrifugés à 13000 g pendant 10 min à 4°C. Les surnageants sont 
récoltés, préabsorbés en présence de protéine A-agarose (HER3) ou protéine 
G-agarose (p38α, p38β, p38δ) pendant 1h sur un agitateur rotatif et incubés 
en présence de 5 μl d’anticorps spécifiques de HER3, de p38α, de p38β ou 
de p38δ (voir tableau M-VIII) pendant 1h à 4°C. 

Anticorps Firme Isotype Source
HER3 Novocastra polyclonal lapin 
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p38α Zymed monoclonal souris 
p38β Santa Cruz polyclonal chèvre 
p38δ Santa Cruz polyclonal chèvre 
phosphotyrosine BioSource monoclonal souris 
p38 phosphorylé BioSource polyclonal lapin 

Tableau M-VIII : Anticorps utilisés pour la détection de la phosphorylation 
de HER3, de p38α, de p38β et de p38δ.. 

Les complexes immuns sont captés par une incubation en présence de 
protéine A-agarose (HER3) ou protéine G-agarose (p38α, p38β, p38δ) 
pendant 1h à 4°C. Les billes d’agarose sont lavées 5 fois avec un tampon 
RIPA (PBS, 0,5% de déoxycholate de sodium, 1% de Triton X-100, 0,1% de 
SDS). Les protéines immunoprécipitées sont détachées par une incubation 
dans du tampon riche en détergent et en agent réducteur pendant 5 min à 
100°C, séparées par électrophorèse dans un gel de polyacrylamide en 
présence de SDS et transférées sur une membrane PVDF. 
L’immunodétection des protéines HER3 phosphorylées est réalisée par une 
incubation en présence d’anticorps spécifiques de résidus phosphotyrosine 
(dilution 1 :500), détectés ensuite par des anticorps secondaires couplés à la 
peroxidase de raifort révélés en chémiluminescence. Afin de vérifier la 
quantité de protéine immunoprécipitée, les complexes immuns sont détachés 
de la membrane par une incubation avec un tampon de stripping (Re-Blot, 
Chemicon) et la quantité totale de HER3 est révélée par une 
immunodétection en utilisant les anticorps spécifiques de HER3 décrits ci-
dessus. L’immunodétection des protéines p38α, p38β ou p38δ 
phosphorylées est réalisée par une incubation en présence d’anticorps 
polyclonaux de lapin dirigés contre la protéine p38 phosphorylée (dilution 
1 :500), détectés ensuite par des anticorps secondaires couplés à la 
peroxidase de raifort révélés en chémiluminescence. La vérification de la 
quantité immunoprécipitée de protéine est réalisée après incubation avec un 
tampon de stripping par une immunodétection de la quantité totale de p38α, 
de p38β ou de p38δ en utilisant les anticorps spécifiques des différentes 
isoformes de p38 décrits dans le tableau M-VIII. 
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1 Introduction 

Pour analyser la biosynthèse et la sécrétion de la cathepsine D en fonction de 

la différenciation des kératinocytes, nous avons utilisé le modèle de culture 

autocrine des kératinocytes afin d’obtenir une différenciation lors de 

différentes densités cellulaires de la culture (sous-confluence, confluence, 

post-confluence). Nous avons aussi traité certaines cultures avec le chlorure 

d’ammonium pour analyser les voies de transport de la cathepsine D vers sa 

destination lysosomale ou vers sa sécrétion. 

Afin d’analyser si une entrée de calcium dans le cytosol des kératinocytes 

induit l’exocytose de lysosomes, nous avons incubé des kératinocytes en 

présence de l’ionophore ionomycine (Liu & Hermann, 1978) et analysé 

l’effet éventuel de ce traitement sur la sécrétion d’enzymes lysosomales 

solubles (cathepsine D, cathepsine C, β-galactosidase) et sur l’apparition de 

protéines lysosomales membranaires (Lamp-1 et Lamp-2) au niveau de la 

membrane plasmique des kératinocytes. 

2 Résultats 

2.1 Maturation et sécrétion de la cathepsine D dans 
les kératinocytes 

Rappelons que dans plusieurs types cellulaires, la cathepsine D présente un 

processus de maturation protéolytique caractéristique au cours de sa 

biosynthèse : l’enzyme est synthétisée sous une forme précurseur de 52 kDa 

clivée en une forme intermédiaire de 48 kDa. Cette forme intermédiaire est 

clivée dans les lysosomes en une forme mature de 31 kDa (Hasilik, 1992). 

Puisque la biosynthèse de la cathepsine D est peu connue dans les 

kératinocytes, nous avons étudié la maturation de cette enzyme (fig. 1-1A). 
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30 minutes après le marquage métabolique, la cathepsine D néosynthétisée 

est présente dans les kératinocytes sous sa forme précurseur de 52 kDa. La 

quantité de forme précurseur détectée dans les cellules diminue fortement 

entre 0h et 8h après le marquage métabolique. La forme précurseur est 

transformée en une forme intermédiaire de 48 kDa. La quantité de forme 

intermédiaire détectée dans les cellules présente un pic entre 2h et 4h après 

le marquage métabolique. La forme intermédiaire est ensuite transformée en 

forme mature de 31 kDa. La quantité de forme mature présente dans les 

cellules augmente fortement entre 0h et 8h après le marquage métabolique et 

atteint un plateau entre 8h et 24h après le marquage métabolique. 

 
Fig. 1-1 : (A) Cinétique de maturation et de sécrétion de la cathepsine D 
dans les kératinocytes. (B) Sécrétion de la cathepsine D par les 
kératinocytes à différents stades de différenciation. 
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(A) Des cultures de kératinocytes sous-confluentes ont été marquées pendant 30 min en 
présence de Tran35S-Label™ et ont été soumises aux différents temps de chasse indiqués. Les 
différentes formes de la cathepsine D (P=forme précurseur, I=forme intermédiaire, M=forme 
mature) ont été immunoprécipitées à partir des lysats cellulaires et des milieux d’incubation à 
l’aide d’un anticorps dirigé contre la cathepsine D. Les protéines immunoprécipitées ont été 
séparées par électrophorèse en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes et visualisées 
sur un appareil Cyclone™ (Packard) en utilisant des écrans de storage au phosphore. Cette 
expérience a été répétée en utilisant des cultures de kératinocytes confluentes, mais aussi 
sous-confluentes et post-confluentes et a donné lieu à des résultats similaires. (B) Des cultures 
de kératinocytes sous-confluentes, confluentes et post-confluentes ont été marquées pendant 
16h en présence de Tran35S-Label™. Les différentes formes de la cathepsine D ont été 
immunoprécipitées à partir des lysats cellulaires et des milieux d’incubation à l’aide d’un 
anticorps dirigé contre la cathepsine D. Les protéines immunoprécipitées ont été séparées par 
électrophorèse en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes et visualisées sur un 
appareil Cyclone™ (Packard) en utilisant des écrans de storage au phosphore. Afin de 
quantifier la proportion de la forme précurseur sécrétée par les kératinocytes, les unités 
d’intensité (digital light units/DLU) des bandes correspondant à la forme précurseur sécrétée 
et la forme mature intracellulaire ont été obtenues en utilisant le programme OptiQuant™ 
(Packard). Le pourcentage des DLU correspondant à la forme précurseur sécrétée a été 
calculé par rapport à la somme des DLU correspondant à la forme précurseur sécrétée et à la 
forme mature intracellulaire. 

Au cours de la biosynthèse de la cathepsine D dans les fibroblastes et dans 

les cellules de carcinome hépatique HepG2, une proportion variable de 

forme précurseur peut échapper au ciblage vers les lysosomes et être sécrétée 

(Gieselmann et al., 1983; Delbruck et al., 1994). Nous avons analysé si les 

kératinocytes sécrétent également la cathepsine D sous sa forme précurseur. 

24h après un marquage métabolique de 30 min, une proportion de forme 

précurseur est détectable dans le milieu d’incubation (fig. 1-1A). Après 16h 

de marquage métabolique, les kératinocytes contiennent de la forme mature 

et ont sécrété de la forme précurseur dans le milieu de culture à tous les 

stades de différenciation analysés (fig. 1-1B). Par rapport à la quantité totale 

de cathepsine D synthétisée pendant les 16h de marquage métabolique, la 

proportion de la forme précurseur sécrétée varie entre 53%±22% (n=7) à 

sous-confluence, 31%±14% (n=6) à confluence et 53%±26% à post-

confluence (n=4). L’application du test de Student montre qu’il n’y pas de 

différence statistiquement significative entre ces valeurs, suggérant que la 

sécrétion de la forme précurseur n’est pas régulée en fonction du stade de 
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différenciation des kératinocytes. En ne tenant pas compte du stade de 

différenciation, la quantification de la forme précurseur sécrétée par rapport 

à la quantité totale de cathepsine D synthétisée pendant les 16h de marquage 

métabolique révèle que les kératinocytes sécrètent en moyenne 45%±22% 

(n=17) de la cathepsine D sous la forme précurseur. 

2.2 Effets d’une incubation des kératinocytes en 
présence de chlorure d’ammonium sur la 
sécrétion de cathepsine D 

Dans les kératinocytes, les voies utilisées pour le transport lysosomal de la 

cathepsine D sont inconnues. Pour investiguer ces voies de transport, nous 

avons analysé l’effet d’une incubation des kératinocytes en présence de 

chlorure d’ammonium 10 mM (n=1), 15 mM (n=3) ou 20 mM (n=1) sur la 

sécrétion de la cathepsine D (fig. 1-2A). Ce traitement ne semble pas 

augmenter la sécrétion de la forme précurseur de la cathepsine D par rapport 

aux cellules non traitées, indépendamment de la concentration en chlorure 

d’ammonium utilisée (fig. 1-2A). Ce traitement provoque aussi 

l’accumulation intracellulaire de la forme précurseur et de la forme 

intermédiaire au dépens de la forme mature à toutes les concentrations de 

chlorure d’ammonium utilisées, suggérant que ce traitement perturbe la 

maturation protéolytique de la cathepsine D. 
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Fig. 1-2 : Effets d’une incubation des kératinocytes (A), des cellules MDA-
MB-231 (B) et des fibroblastes (C) en présence de chlorure d’ammonium sur 
la sécrétion de cathepsine D. 
Des cultures de kératinocytes, de cellules MDA-MB-231 ou de fibroblastes confluentes ont 
été marquées pendant 16h en présence de Tran35S-Label™ et en présence de chlorure 
d’ammonium (MDA-MB-231 et fibroblastes : chlorure d’ammonium 15 mM). Les différentes 
formes de la cathepsine D ont été immunoprécipitées à partir des lysats cellulaires (C) et des 
milieux d’incubation (M) à l’aide d’un anticorps dirigé contre la cathepsine D. Les protéines 
immunoprécipitées ont été séparées par électrophorèse en gel de polyacrylamide en conditions 
dénaturantes et visualisées sur un appareil Cyclone™ (Packard) en utilisant des écrans de 
storage au phosphore. 

Afin de vérifier l’efficacité de ce traitement avec le chlorure d’ammonium, 

nous avons analysé la sécrétion de la cathepsine D par des cellules MDA-

MB-231 et des fibroblastes. Les cellules MDA-MB-231 qui ont subi un 

marquage métabolique long exhibent une sécrétion importante de la forme 

précurseur de la cathepsine D (fig. 1-2B). L’incubation en présence de 

chlorure d’ammonium 15 mM semble un peu augmenter cette proportion de 

forme précurseur sécrétée. Au contraire, l’analyse de la sécrétion de la 

cathepsine D par des fibroblastes dans nos conditions expérimentales 

montrent que ces cellules ne sécrètent qu’une faible proportion de la forme 
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précurseur de la cathepsine D (fig. 1-2C). Cette proportion est augmentée de 

manière importante lors d’une incubation des fibroblastes en présence de 

chlorure d’ammonium 15 mM. Le traitement par le chlorure d’ammonium 

induit également une diminution importante de la forme mature et une 

accumulation intracellulaire des formes précurseur et intermédiaire dans les 

cellules MDA-MB-231 et les fibroblastes. 

2.3 Effet de l’ionomycine sur la production 
d’enveloppes cornées par les kératinocytes 

L’incubation de kératinocytes en présence d’ionophores de calcium 

provoque la formation d’enveloppes cornées, parce que l’entrée de calcium 

induite par l’ionophore active la transglutaminase épidermique (Rice & 

Green, 1979; Leigh & Watt, 1994). Pour vérifier de manière indirecte qu’une 

incubation en présence d’ionomycine induit une entrée de calcium dans les 

kératinocytes, nous avons étudié l’effet de ce traitement sur la formation 

d’enveloppes cornées. Comme le montre la fig. 1-3b, l’incubation en 

présence d’ionomycine induit la formation abondante d’enveloppes cornées, 

tandis que ces enveloppes ne sont pas détectées dans des cultures non 

traitées (fig. 1-3a). Des enveloppes cornées ne sont pas non plus détectées 

dans des cultures incubées pendant 5h en présence d’ionomycine 10 μM et 

d’EGTA 5 mM (fig. 1-3c), c’est-à-dire dans des conditions où les ions 

calcium présents dans le milieu d’incubation ont été chélatés par l’EGTA. 

Vu qu’une entrée d’ions calcium est nécessaire pour stimuler la formation 

d’enveloppes cornées dans les kératinocytes (Rice & Green, 1979), ce 

résultat montre qu’une incubation en présence d’ionomycine induit 

effectivement une entrée d’ions calcium dans ces cellules. 
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Fig. 1-3 : Effets d’une incubation en présence d’ionomycine sur la formation 
d’enveloppes cornées dans les kératinocytes. 
Des cultures post-confluentes de kératinocytes ont été incubées pendant 5h en présence 
d’ionomycine 10 μM (b) ou en présence d’ionomycine 10 μM et d’EGTA 5 mM (c). D’autres 
cultures n’ont pas été traitées (a). Ensuite, les enveloppes cornées présentes dans les cultures 
ont été révélées comme décrit dans Matériel et Méthodes, observées en microscopie optique 
et photographiées (barre=100 μm). 

2.4 Effets d’un traitement par l’ionomycine sur la 
morphologie des kératinocytes 

Afin d’analyser l’effet d’une entrée de calcium sur la morphologie des 

kératinocytes, nous avons observé des cultures en microscopie à contraste de 

phase après une incubation en présence d’ionomycine. Les kératinocytes 

confluents non traités présentent une morphologie polyédrique typique (fig. 

1-4a). Une incubation en présence d’ionomycine 30 μM induit la formation 

de blebs membranaires après 15 min de traitement (fig. 1-4c). 30 min après 

l’incubation en présence de l’ionomycine, ces blebs sont toujours visibles 

(fig. 1-4d). Après 60 min d’incubation, les kératinocytes ont adapté une 

forme arrondie et les blebs ne sont plus observés (fig. 1-4e). Ces altérations 

de la morphologie des kératinocytes sont dépendantes du calcium 

puisqu’elles ne sont pas observées pendant une incubation en présence 

d’ionomycine 30 μM et d’EGTA 5 mM (fig. 1-4b). 
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Fig. 1-4 : Effets d’une incubation en présence d’ionomycine sur la 
morphologie des kératinocytes. 
Des cultures de kératinocytes confluentes ont été incubées en présence de 0,3% de DMSO 
pendant 60 min (a), en présence d’ionomycine 30 μM et d’EGTA 5 mM pendant 60 min (b), 
ou en présence d’ionomycine 30 μM pendant 15 min (c), 30 min (d) et 60 min (e). Après ces 
traitements, les cultures ont été observées en utilisant un microscope inversé à contraste de 
phase et photographiées en utilisant un appareil numérique Olympus. Les blebs membranaires 
apparaissant lors du traitement par l’ionomycine sont indiqués par des flèches (barre=100 
μm). 

Afin d’examiner si l’ionomycine utilisée dans nos conditions expérimentales 

exerce un effet cytotoxique sur les kératinocytes, nous avons incubé des 

cultures confluentes en présence d’ionomycine 30 μM pendant 1h et analysé 

la cytotoxicité de ce traitement comme décrit dans Matériel et Méthodes. Les 

cultures incubées en présence d’ionomycine exhibent 99,3%±0,5% de 

cellules viables (n=3). Les cultures non traitées exhibent un taux de viabilité 

cellulaire de 99,8%±0,3% (n=3). La différence entre ces deux taux de 

viabilité n’est pas significative (p>0,05), ce qui indique que cette incubation 
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en présence d’ionomycine 30 μM n’exerce pas d’effet cytotoxique sur les 

kératinocytes. 

2.5 Effets d’un traitement avec l’ionomycine sur la 
libération d’enzymes lysosomales solubles par 
les kératinocytes 

Dans cette section, nous avons analysé la sécrétion d’enzymes lysosomales 

solubles (cathepsine C, β-galactosidase et cathepsine D) suite à une 

incubation des cellules en présence d’ionomycine. 

2.5.1 Cathepsine C et β-galactosidase 

Les kératinocytes non traités libèrent 1,0%±0,3% de l’activité totale de la 

cathepsine C pendant 60 min d’incubation (n=6, fig. 1-5A). En présence 

d’ionomycine 10 μM, les cellules sécrètent 1,0%±0,4% pendant 60 min 

d’incubation (n=3). Ce traitement ne semble donc pas induire une libération 

de l’activité de la cathepsine C, alors que l’incubation de fibroblastes et de 

certaines cellules épithéliales en présence d’ionomycine 10 μM induit une 

exocytose de lysosomes évidente (Rodriguez et al., 1997). 
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Fig. 1-5 : Effets d’une incubation des kératinocytes en présence 
d’ionomycine sur la libération d’activité de la cathepsine C (A, B) et de la β-
galactosidase (C, D).   
(A) et (C) Des cultures confluentes de kératinocytes ont été incubées pendant 15, 30 ou 60 
min en présence de calcium 0,15 mM et d’ionomycine 10 μM ou 30 μM. D’autres cultures 
ont été incubées pendant 15, 30 ou 60 en présence de calcium 0,15 mM ou pendant 60 min en 
présence de calcium 0,15 mM, d’ionomycine 30 μM et d’EGTA 5 mM. (B) et (D) Des 
cultures confluentes de kératinocytes ont été incubées pendant 30 min en présence de calcium 
1 mM, ou en présence de calcium 1 mM et d’ionomycine 10 μM ou 30 μM. 

 

Les activités de la cathepsine C et de la β-galactosidase ont été mesurées dans les milieux 
récoltés et dans les lysats cellulaires correspondants. Le pourcentage de l’activité de la 
cathepsine C ou de la β-galactosidase mesurée dans les milieux est calculé par rapport à 
l’activité totale, c’est-à-dire la somme de l’activité mesurée dans les milieux et de l’activité 
mesurée dans les lysats cellulaires. La figure représente les moyennes et l’écart-type des 
pourcentages de l’activité de la cathepsine C ou de la β-galactosidase sécrétée. Les moyennes 
ont été comparées en utilisant le test de Student (p<0,05 est représenté par *, p<0,01 est 
représenté par ** ; et p<0,001 est représenté par ***). 
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Il est possible que cette concentration d’ionomycine ne soit pas assez élevée 

pour induire l’exocytose de lysosomes dans les kératinocytes, peut-être parce 

que la concentration en calcium du milieu de culture utilisé pour ces cellules 

(0,15 mM) est inférieure à la concentration en calcium dans le milieu utilisé 

pour traiter les autres types cellulaires (1 mM). C’est pourquoi nous avons 

analysé l’effet d’une incubation des kératinocytes en présence d’ionomycine 

30 μM. L’incubation des cellules pendant 15 min en présence d’ionomycine 

30 μM résulte en la libération de 1,1%±0,3% de l’activité de la cathepsine C 

totale (n=3). L’incubation des cellules pendant 30 min ou 60 min en 

présence d’ionomycine 30 μM induit la libération de respectivement 

5,4%±1,9% (n=6) et 21,6%±1,6% (n=6) de l’activité totale de la cathepsine 

C. La différence entre l’activité de la cathepsine C libérée pendant 30 et 60 

min d’incubation en présence d’ionomycine est significativement différente 

de l’activité de la cathepsine C libérée par les cellules non traitées sur ces 

mêmes laps de temps (respectivement p<0,01 et p<0,001). Signalons que 

l’incubation de kératinocytes pendant 60 min en présence d’ionomycine 30 

μM et d’EGTA 5 mM inhibe la libération d’activité de la cathepsine C 

(0,9%±1,0%, n=3), montrant bien la dépendance de l’exocytose de 

lysosomes sur la présence de calcium pouvant pénétrer dans les 

kératinocytes. 

Pour examiner l’implication de la concentration extracellulaire en calcium 

sur la nécessité d’ajuster la concentration d’ionomycine afin d'obtenir une 

libération d’activité de la cathepsine C, nous avons incubé des kératinocytes 

pendant 30 min en présence de calcium 0,15 mM ou 1 mM et analysé l’effet 

d’un traitement avec de l’ionomycine 10 μM ou 30 μM (fig. 1-5B). En 

présence de calcium 0,15 mM, ce traitement induit la libération de 

respectivement 0,5%±0,1% (n=3) et 4,9%±2,8% (n=3) de l’activité totale de 
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la cathepsine C. Par contre, en présence de calcium 1 mM, ce traitement 

induit la libération de respectivement 5,9%±2,7 (n=3) et 8,2%±4,7% (n=3). 

Les cellules incubées pendant 30 min en présence de calcium 0,15 mM ou 1 

mM libèrent respectivement 0,4%±0,1% (n=3) et 0,4%±0,2% (n=3) 

d’activité de la cathepsine C. En résumé, ces résultats montrent que 

l’incubation des kératinocytes en présence d’ionomycine 30 μM induit une 

libération significative d’activité de la cathepsine C si le calcium 

extracellulaire est de 0,15 mM, mais que cette libération est déjà induite par 

l’ionomycine 10 μM si la concentration en calcium extracellulaire est de 1 

mM. Ce résultat suggère que l’effet de l’ionomycine peut dépendre de la 

concentration en calcium extracellulaire.  

 

 

De même que les cellules non traitées, les kératinocytes incubés en présence 

d’ionomycine 10 μM libèrent une proportion d’activité de la β-galactosidase 

pratiquement indétectable (<0,1% ; fig. 1-5C). L’incubation des cellules 

pendant 15 min en présence d’ionomycine 30 μM induit la libération de 

0,9%±0,0% (n=3) d’activité de la β-galactosidase, tandis qu’une incubation 

pendant 30 min et 60 min en présence de cette concentration d’ionomycine 

résulte en la libération de respectivement 2,1%±1,2% (n=6) et 11,8%±0,7% 

(n=3) d’activité de la β-galactosidase. L’incubation des cellules pendant 60 

min en présence d’ionomycine 30 μM et d’EGTA 5 mM empêche la 

libération d’activité de la β-galactosidase (<0,1%). L’analyse de 

l’implication de la concentration extracellulaire en calcium sur l’effet de 

l’ionomycine sur la libération d’activité de la β-galactosidase révèle qu’en 

présence de calcium 0,15 mM, l’incubation de kératinocytes en présence 

d’ionomycine 10 μM induit la libération de respectivement 0,1%±0,0% 

(n=3) et 1,0%±0,5% (n=3) de l’activité totale de la β-galactosidase (fig. 1-

5D). Par contre, en présence de calcium 1 mM, ce traitement induit la 
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libération de respectivement 1,1%±0,5% (n=3) et 1,9%±1,2% (n=3). Les 

cellules incubées pendant 30 min en présence de calcium 0,15 mM ou 1 mM 

libèrent respectivement 0,1%±0,1% (n=3) et 0,1%±0,0% (n=3) d’activité de 

la β-galactosidase. De manière similaire à la cathepsine C, ces résultats 

montrent que l’incubation des kératinocytes en présence d’ionomycine 10 

μM (calcium extracellulaire 1 mM) et 30 μM (calcium extracellulaire 0,15 

mM) induit la libération significative d’activité de la β-galactosidase. 

Pour vérifier si le traitement avec l’ionomycine affecte la perméabilité de la 

membrane plasmique, nous avons incubé des kératinocytes en présence 

d’ionomycine et analysé la libération d’enzymes cytosoliques solubles dans 

le milieu d’incubation. Nous avons choisi d’analyser la libération de trois 

enzymes cytosoliques : la lactate déshydrogénase (E.C. 1.1.1.27), l’adénylate 

kinase (E.C. 2.7.4.3) et la dipeptidylpeptidase III (E.C. 3.4.14.4). Comme le 

montre le tableau 1-I, une incubation des kératinocytes pendant 60 min en 

présence d’ionomycine 30 μM n’affecte pas le pourcentage d’activité de la 

lactate déshydrogénase, de l’adénylate kinase et de la dipeptidylpeptidase III 

libérée pendant le même laps de temps par des cellules non traitées. Ce 

résultat indique que l’incubation de kératinocytes en présence d’ionomycine 

n’affecte pas la perméabilité de la membrane plasmique. 
 traitement  

enzyme ctrl 
(n=3) 

ionomycine 30 μM 
(n=3) 

différence 

lactate 
déshydrogénase 

26,4%±10,3% 25,3%±4,2% NS 

adénylate kinase 1,0%±0,9% 0,6%±0,3% NS 
dipeptidylpeptidase 

III 
1,8%±1,7% 2,4%±3,4% NS 

Tableau 1-I : Effets d’une incubation des kératinocytes en présence 
d’ionomycine sur la libération de l’activité de la lactate déshydrogénase, de 
l’adénylate kinase et de la dipeptidylpeptidase III. 
Des cultures de kératinocytes ont été incubées en présence de milieu de culture ou en présence 
d’ionomycine 30 μM pendant 60 min. L’activité de la lactate déshydrogénase, de l’adénylate 
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kinase et de la dipeptidylpeptidase III a été mesurée dans les milieux récoltés et dans les lysats 
cellulaires correspondants. Le pourcentage de l’activité de ces enzymes mesurée dans les 
milieux est calculé par rapport à l’activité totale, c’est-à-dire la somme de l’activité mesurée 
dans les milieux et de l’activité mesurée dans les lysats cellulaires. Le tableau représente la 
moyenne et l’écart-type du pourcentage de l’activité sécrétée de la lactate déshydrogénase, de 
l’adénylate kinase et de la dipeptidylpeptidase III. Les moyennes ont été comparées en 
utilisant le test de Student (NS=différence non significative). 

Notons que la proportion de LDH libérée dans le milieu de culture des 

kératinocytes varie entre 25,3%±4,2% et 26,4%±10,3%. Cette proportion est 

très importante par rapport aux deux autres enzymes analysées. Une 

proportion comparable de LDH a été libérée par des kératinocytes humains 

normaux en culture lors d’une autre étude (Tebbe et al., 1997). Les auteurs 

de cette étude n’ont pas discuté ce résultat, mais nous ne pouvons pas 

exclure que cette libération importante de LDH soit une propriété 

particulière des kératinocytes. 

2.5.2 Cathepsine D 

Pendant 60 min d’incubation, les kératinocytes non traités sécrètent une 

faible proportion de la forme précurseur de la cathepsine D, mais pas de 

forme intermédiaire ni de forme mature (fig. 1-6A). Par contre, un traitement 

pendant 15, 30 et 60 min avec de l’ionomycine 30 μM induit une sécrétion 

de la forme mature de la cathepsine D, suggérant que ce traitement induit 

l’exocytose de lysosomes. Le traitement par l’ionomycine induit également 

la sécrétion inattendue de forme précurseur et de forme mature. Signalons 

que les bandes situées à environ 37 kDa et 45 kDa correspondent 

probablement à des peptides immunoprécipités de manière non-spécifique 

par l’anticorps dirigé contre la cathepsine D. 
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Fig. 1-6 : Effets d’une incubation des kératinocytes en présence 
d’ionomycine sur la libération de la cathepsine D. 
Des cultures de kératinocytes confluentes (A), sous-confluentes (B) ou post-confluentes (C) 
ont été marquées pendant 30 min en présence de Tran35S-Label™ et ont été soumises à un 
temps de chasse de 18h. (A) Les cellules ont été incubées pendant 1h en présence de milieu de 
culture, ou pendant 15, 30 ou 60 min en présence d’ionomycine 30 μM. (B, C) Les cellules 
ont été incubées pendant 1h en présence de milieu de culture, ou en présence d’ionomycine 30 
μM ou en présence d’ionomycine 30 μM et d’EGTA 5 mM. Les différentes formes de la 
cathepsine D ont été immunoprécipitées à partir des milieux d’incubation et des lysats 
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cellulaires à l’aide d’un anticorps dirigé contre la cathepsine D. Les protéines 
immunoprécipitées ont été séparées par électrophorèse en gel de polyacrylamide en conditions 
dénaturantes et visualisées sur un appareil Cyclone™ (Packard) en utilisant des écrans de 
storage au phosphore. 

Ensuite, nous avons examiné si la sécrétion de la cathepsine D induite par un 

traitement avec l’ionomycine est liée à la densité cellulaire des cultures. 

Dans les cultures sous-confluentes (fig. 1-6B) et post-confluentes (fig. 1-

6C), ce traitement induit la sécrétion de la forme mature, intermédiaire et 

précurseur de la cathepsine D. Lorsque les ions calcium sont chélatés par 

l’EGTA pendant un traitement par l’ionomycine, nous observons une 

diminution de la sécrétion des formes mature et intermédiaire de la 

cathepsine D, tandis que la sécrétion de forme précurseur n’est pas diminuée 

par la présence d’EGTA. 

2.6 Effets d’un traitement avec l’ionomycine sur 
l’apparition de protéines lysosomales 
membranaires au niveau de la membrane 
plasmique des kératinocytes 

Pour étudier la présence de Lamp-1 et de Lamp-2 au niveau de la membrane 

plasmique des kératinocytes, nous avons employé d’abord une approche 

biochimique qui consiste à marquer par biotinylation les protéines exposées 

au niveau de la membrane plasmique des cellules. Afin de vérifier si cette 

méthode est efficace pour la détection de protéines localisées au niveau de la 

membrane plasmique des kératinocytes, nous l’avons utilisée pour analyser 

la localisation de CD9 dans les kératinocytes. La tétraspanine CD9 est en 

effet exprimée de manière constitutive au niveau de la membrane plasmique 

des kératinocytes (Baudoux et al., 2000). Nous avons choisi de marquer 

radioactivement la protéine CD9 lors de sa biosynthèse dans les 

kératinocytes et de suivre son apparition au niveau de la membrane 

plasmique en fonction du temps (fig. 1-7). Déjà 30 min après le marquage 
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métabolique, une proportion de CD9 biotinylée est détectable. 120 min après 

le marquage métabolique, cette proportion a augmenté et semble être aussi 

intense 240 min après le marquage métabolique. Une proportion de CD9 

non-biotinylée est détectable 30 min après le marquage métabolique, mais 

cette proportion est presque indétectable 120 min ou 240 min après le 

marquage métabolique. Ce résultat montre que la protéine CD9 

néosynthétisée apparaît progressivement au niveau de la membrane 

plasmique des kératinocytes. En corollaire, ce résultat indique que la 

technique utilisée pour réaliser cette analyse est adaptée pour détecter 

l’apparition d’une protéine au niveau de la membrane plasmique des 

kératinocytes. 

 

Fig. 1-7 : Apparition de CD9 néosynthétisée au niveau de la membrane 
plasmique des kératinocytes. 
L’apparition de CD9 au niveau de la membrane plasmique des kératinocytes a été analysée en 
utilisant la méthode de Rohrer et al., 1996. Des cultures de kératinocytes ont été incubées 
pendant 60 min en présence de Tran35S-Label™ et ont été soumises à des temps de chasse 
croissants (30, 120 et 240 min). Ensuite, les protéines exposées au niveau de la membrane 
plasmique ont été biotinylées et les cellules ont été lysées. CD9 a été immunoprécipitée à 
partir des lysats cellulaires en utilisant un anticorps dirigé contre CD9 et les protéines CD9 
biotinylées ont été précipitées par une incubation en présence de streptavidine-agarose. Les 
protéines CD9 biotinylées et non-biotinylées ont été séparées par électrophorèse dans un gel 
de polyacrylamide en conditions dénaturantes et visualisées sur un appareil Cyclone™ en 
utilisant des écrans de stockage au phosphore. 

Afin de pouvoir utiliser la technique décrite ci-dessus pour analyser 

l’apparition éventuelle de Lamp-1 au niveau de la membrane plasmique des 

kératinocytes incubés en présence d’ionomycine, nous avons besoin de 

certaines informations sur la biosynthèse de Lamp-1 dans ces cellules. 
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Lamp-1 est synthétisée dans des lymphocytes sous une forme précurseur qui 

est progressivement transformée en une forme mature d’une taille entre 110 

et 120 kDa (Carlsson et al., 1988; Mane et al., 1989). Pour connaître le 

temps nécessaire pour que la protéine Lamp-1 néosynthétisée soit détectable 

sous sa forme mature dans les kératinocytes, nous avons analysé la 

biosynthèse de Lamp-1 dans ces cellules. La fig. 1-8 montre que la forme 

mature de Lamp-1 est détectable 15 min après un marquage métabolique de 

30 min. Une quantité plus importante de la forme mature de Lamp-1 semble 

être détectable 30 et 90 min après le marquage métabolique. Un temps 

d’incubation minimal de 30 min après un marquage métabolique est donc 

adéquat pour détecter la forme mature de Lamp-1 dans les kératinocytes. 

Fig. 1-8 : Apparition de la forme mature 
néosynthétisée de Lamp-1 dans les 
kératinocytes. 
Des cultures de kératinocytes ont été incubées 
pendant 30 min en présence de Tran35S-Label™ et ont 
été soumises à des temps de chasse croissants (15, 30 
et 90 min). Ensuite, Lamp-1 a été immunoprécipitée à 
partir des lysats cellulaires en utilisant un anticorps 
dirigé contre Lamp-1. Les protéines 
immunoprécipitées ont été séparées par électrophorèse dans un gel de polyacrylamide en 
conditions dénaturantes et visualisées sur un appareil Cyclone™ en utilisant des écrans de 
stockage au phosphore. 

Après l’incubation de kératinocytes en présence d’ionomycine 30 μM 

pendant 1h, une faible proportion de Lamp-1 biotinylée est détectée, 

contrairement à des cellules non traitées ou incubées pendant 1h en présence 

d’ionomycine 30 μM et d’EGTA 5 mM (fig. 1-9A). 

 



Effets d’une entrée de calcium dans les kératinocytes sur le comportement des lysosomes 103 

Fig. 1-9 : Effet d’une 
incubation des kératinocytes 
en présence d’ionomycine sur 
l’apparition de Lamp-1 au 
niveau de la membrane 
plasmique. 

L’apparition de Lamp-1 
au niveau de la 
membrane plasmique 
des kératinocytes a été 
analysée en utilisant la 
méthode de Rohrer et 
al., 1996. 
(A) Des cultures de 
kératinocytes ont été 
incubées pendant 1h en 
présence de Tran35S-
Label™ et ont été 
soumises à un temps de chasse de 2h. Ensuite, les cellules ont été incubées pendant 1h en 
présence d’ionomycine 30 μM ou en présence d’ionomycine 30 μM et d’EGTA 5 mM. (B) 
Des cultures de kératinocytes ont été incubées pendant 1h en présence de Tran35S-Label™ et 
ont été soumises à un temps de chasse de 2h. Ensuite, les cellules ont été incubées pendant 1h 
en présence de calcium 0,15 mM ou 1 mM et en présence d’ionomycine 10 μM. Les protéines 
exposées au niveau de la membrane plasmique ont été biotinylées et les cellules ont été 
lysées. Lamp-1 a été immunoprécipitée à partir des lysats cellulaires en utilisant un anticorps 
dirigé contre Lamp-1 et les protéines Lamp-1 biotinylées ont été précipitées par une 
incubation en présence de streptavidine-agarose. Les protéines Lamp-1 biotinylées et non-
biotinylées ont été séparées par électrophorèse dans un gel de polyacrylamide en conditions 
dénaturantes et visualisées sur un appareil Cyclone™ en utilisant des écrans de stockage au 
phosphore. 

A 

B 

Pour investiguer l’implication éventuelle de la concentration extracellulaire 

en calcium sur la relocalisation de Lamp-1 à la membrane plasmique lors 

d’un traitement par l’ionomycine, nous avons incubé des kératinocytes en 

présence de calcium 0,15 mM ou 1 mM et en présence d’ionomycine 10 μM. 

Comme le montre la fig. 1-9B, une faible proportion de Lamp-1 biotinylée 

est détectée dans les cellules incubées en présence de calcium 1 mM et 

d’ionomycine 10 μM, mais pas dans les cellules incubées en présence de 

calcium 0,15 mM et d’ionomycine 10 μM. 
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Suite à un traitement par l’ionomycine, les protéines Lamp-2 éventuellement 

biotinylées ont été détectées par Western blot. Comme le montre la fig. 1-10, 

l’incubation de kératinocytes pendant 1h en présence d’ionomycine 30 μM 

induit clairement l’apparition de Lamp-2 biotinylée, contrairement aux 

cellules non traitées ou incubées pendant 1h en présence d’ionomycine 30 

μM et d’EGTA 5 mM. En résumé, ces résultats indiquent que l’incubation 

des kératinocytes en présence d’ionomycine induit l’apparition de Lamp-1 et 

de Lamp-2 au niveau de la membrane plasmique. 

 
Fig. 1-10 : Effet d’une incubation des kératinocytes en présence 
d’ionomycine sur l’apparition de Lamp-2 au niveau de la membrane 
plasmique. 
Des cultures de kératinocytes ont été incubées pendant 1h en présence d’ionomycine 30 μM 
ou en présence d’ionomycine 30 μM et d’EGTA 5 mM. Les protéines exposées au niveau de 
la membrane plasmique ont été biotinylées et les cellules ont été lysées. Lamp-2 a été 
immunoprécipitée à partir des lysats cellulaires en utilisant un anticorps dirigé contre Lamp-2 
et les protéines Lamp-2 biotinylées ont été précipitées par une incubation en présence de 
streptavidine-agarose. Les protéines Lamp-2 biotinylées et non-biotinylées ont été séparées 
par électrophorèse dans un gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes, transférées sur 
une membrane de polyvinylidène difluoride (PVDF) par Western blot. Les protéines Lamp-2 
ont été détectées en utilisant un anticorps spécifique de Lamp-2 comme décrit dans la section 
Matériels & Méthodes. 

Pour analyser l’expression de Lamp-1 au niveau de la membrane plasmique 

de cellules de carcinome embryonnaire, Amos & Lotan (1990) ont employé 

une technique morphologique en utilisant un marquage de Lamp-1 en 

immunofluorescence réalisé sur des cellules non perméabilisées. Nous avons 

utilisé cette approche comme outil supplémentaire à l’approche biochimique 

décrite ci-dessus afin d’analyser l’effet d’une incubation des kératinocytes en 

présence d’ionomycine sur l’apparition de Lamp-1 au niveau de la 
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membrane plasmique. Pour ce faire, des kératinocytes incubés pendant 1h en 

présence d’ionomycine 30 μM ont été soumis à un marquage en 

immunofluorescence à froid, en utilisant un anticorps primaire dirigé contre 

le domaine intralysosomal de Lamp-1 (Mane et al., 1989). Comparé aux 

cellules non traitées (fig. 1-11a), le traitement par l’ionomycine induit 

l’apparition d’une immunofluorescence ponctuée au niveau de la membrane 

plasmique des kératinocytes non-perméabilisés (fig. 1-11b), suggérant 

l’apparition de Lamp-1 au niveau de la membrane plasmique. Les 

kératinocytes perméabilisés présentent un marquage périnucléaire (fig. 1-

11c) typiquement lysosomal (Chen et al., 1985). 

Nous avons vérifié si la technique utilisée ci-dessus pour détecter 

l’apparition de Lamp-1 au niveau de la membrane plasmique se limite à ce 

niveau et ne permet pas la détection de protéines intracellulaires. Dans ce 

but, nous avons analysé la localisation de la kinésine, qui est une protéine 

intracellulaire associée aux microtubules (Neighbors et al., 1988), dans les 

kératinocytes non-perméabilisés. Nous n’avons pas détecté 

d’immunofluorescence dans les kératinocytes incubés en présence 

d’ionomycine 30 μM pendant 1h (fig. 1-11e) ni dans les cellules non traitées 

(fig. 1-11d). Au contraire, des kératinocytes perméabilisés exhibent un 

marquage typique autour du centrosome (fig. 1-11f) (Neighbors et al., 1988). 
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Fig. 1-11 : Effet d’une incubation des kératinocytes en présence 
d’ionomycine sur l’apparition de Lamp-1 au niveau de la membrane 
plasmique en utilisant une approche morphologique. 
Des cultures de kératinocytes ont été ensemencées sur des couvre-objets et poursuivies 
jusqu’à l’atteinte de la confluence. Les cellules ont été incubées pendant 1h en présence de 
milieu de culture (a, d) ou en présence d’ionomycine 30 μM (b, e). Lamp-1 (a, b) ou la 
kinésine (d, e) ont été détectées par un marquage en immunofluorescence en utilisant des 
anticorps dirigés contre Lamp-1 ou la kinésine. D’autres cultures ont été fixées et 
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perméabilisées et ont subi un marquage en immunofluorescence pour détecter Lamp-1 (a) ou 
la kinésine (d). Les cellules ont été observées en utilisant un microscope à épifluorescence 
équipé d’un filtre spécifique du FITC. Des photos ont été prises en utilisant une caméra 
numérique AxioCam et le logiciel AxioVision (Zeiss). Le même temps d’exposition a été 
utilisé pour toutes les prises d’images (barre=10 μm). 

3 Discussion 

En résumé, nos résultats suggèrent qu’une incubation des kératinocytes en 

présence d’ionomycine induit l’exocytose de lysosomes. Cette exocytose 

semble être induite par l’entrée d’ions calcium dans les cellules et pourrait 

être caractérisée par une fusion de la membrane lysosomale avec la 

membrane plasmique. Cette fusion engendrerait l’apparition de Lamp-1 et de 

Lamp-2 au niveau de la membrane plasmique des kératinocytes. Le contenu 

des lysosomes serait déversé dans l’espace extracellulaire, ce qui induirait la 

libération de cathepsine C, de β-galactosidase et de cathepsine D. 

Les lysosomes peuvent assurer plusieurs rôles de dégradation intracellulaires 

au cours de la différenciation des kératinocytes épidermiques. D’autres rôles, 

probablement extracellulaires, aussi peuvent être attribués aux lysosomes si 

les kératinocytes peuvent sécréter des enzymes lysosomales, comme par 

exemple la cathepsine D, au cours de la biosynthèse de ces enzymes ou 

réagir à un stimulus par l’exocytose des lysosomes. Ce stimulus peut être 

une augmentation de la concentration cytosolique en ions calcium 

(Rodriguez et al., 1997; Reddy et al., 2001). L’incubation des kératinocytes 

en présence d’ionomycine pour induire une entrée d’ions calcium (Liu & 

Hermann, 1978) induit la formation d’enveloppes cornées, ce qui indique 

une activation de la transglutaminase 1 par une entrée d’ions calcium dans 

les cellules (Rice & Green, 1979; Michel & Demarchez, 1988). Nos résultats 

montrent que ce stimulus peut également induire l’exocytose de lysosomes 

dans les kératinocytes. 
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Apparition de blebs membranaires induits par l’ionomycine. 

L’incubation de kératinocytes en présence d’ionomycine induit la formation 

transitoire de blebs membranaires. De manière similaire, un traitement par 

l’ionomycine peut induire la formation de blebs membranaires dans des 

cellules épithéliales rénales (Phelps et al., 1989), des neurones corticaux 

(Takei & Endo, 1994) et des cellules de carcinome pulmonaire (Gil-Parrado 

et al., 2002). Cette formation de blebs est un signe de mort cellulaire par 

apoptose (Phelps et al., 1989; Takei & Endo, 1994; Gil-Parrado et al., 2002). 

Bien que l’ionomycine n’exerce pas d’effet cytotoxique immédiat sur les 

kératinocytes, il est possible que ce stimulus induise l’apoptose également 

dans ce type cellulaire. Pour étudier cette question, il serait intéressant 

d’étudier l’effet d’un traitement par l’ionomycine sur l’apparition de 

marqueurs apoptotiques dans les kératinocytes, comme par exemple 

l’activation de la caspase 3 ou le clivage de l’enzyme poly(ADP)-ribose 

polymérase (PARP). 

Sécrétion de la cathepsine D par les kératinocytes. Aux stades de 

différenciation analysés, les kératinocytes sécrètent la cathepsine D sous sa 

forme précurseur sans variation significative de la proportion sécrétée. Katz 

& Taichman (1999) ont montré que des épidermes reconstitués in vitro 

sécrètent la cathepsine D dans leur milieu de culture sous une forme de 44 

kDa. Le poids moléculaire de cette forme de la cathepsine D semble être 

inférieur au poids moléculaire de la forme précurseur de 52 kDa que les 

kératinocytes sécrètent dans les conditions de cultures utilisés pour notre 

étude. Il est possible que les épidermes reconstitués sécrètent la cathepsine D 

sous sa forme précurseur de 52 kDa, qui pourrait être clivée dans le milieu 

de culture (par un mécanisme inconnu jusqu’à présent) pour donner une 

forme intermédiaire de 44 kDa. Rappelons que les kératinocytes sécrètent en 

moyenne 45%±22% (n=17) de la forme précurseur de la cathepsine D 
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néosynthétisée. La sécrétion d’une certaine proportion de la forme 

précurseur de la cathepsine D a été détectée chez d’autres types cellulaires 

en culture. Cette proportion est variable selon le type cellulaire étudié, 

puisque les fibroblastes et les cellules épithéliales mammaires peuvent 

sécréter entre 2% et 20% de forme précurseur dans le milieu de culture 

(Gieselmann et al., 1983; Capony et al., 1989; Capony et al., 1994), tandis 

que les hépatocytes, les cellules épithéliales rénales, les cellules 

endothéliales ainsi que diverses lignées cellulaires issues de carcinomes 

mammaires peuvent sécréter une proportion importante, c’est-à-dire plus de 

50% de forme précurseur (Erickson et al., 1981; Hasilik et al., 1981; 

Rosenfeld et al., 1982; Capony et al., 1994). Les kératinocytes semblent faire 

partie de ce deuxième groupe de cellules. 

Effets du chlorure d’ammonium sur le transport de la cathepsine D. 

L’investigation du mécanisme de transport de la cathepsine D vers les 

lysosomes des kératinocytes a révélé que la sécrétion de la forme précurseur 

de cette enzyme n’est guère affectée par l’incubation de kératinocytes en 

présence de chlorure d’ammonium. Parallèlement, nous avons observé une 

accumulation intracellulaire de forme précurseur et intermédiaire au dépens 

de la forme mature, suggérant une perturbation du transport et/ou de la 

maturation protéolytique de la cathepsine D. 

Nous avons vérifié dans nos conditions expérimentales que la réaction des 

kératinocytes à un traitement avec le chlorure d’ammonium est comparable à 

celle des cellules MDA-MB-231 (Capony et al., 1994). L’inefficacité du 

chlorure d’ammonium à induire une augmentation de la sécrétion de la 

cathepsine D peut indiquer que cette enzyme suit une voie de transport 

indépendante du Man 6-P (Capony et al., 1994; Isidoro et al., 1997). Au 

contraire, la perturbation de la maturation protéolytique de la cathepsine D 
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par un traitement avec le chlorure d’ammonium suggère que cette enzyme 

suit la voie de transport lysosomal dépendante du Man 6-P (communication 

personnelle, F. Mainferme). D’autres approches sont donc nécessaires pour 

élucider le transport de la cathepsine D dans les kératinocytes, qui pourrait 

par exemple être étudié suite à un blocage des récepteurs Man 6-P par une 

incubation des cellules avec du Man 6-P après une perméabilisation par la 

saponine (Zhu & Conner, 1994). 

En accord avec les résultats de Capony et al. (1994), nos résultats montrent 

que, contrairement aux fibroblastes, les cellules MDA-MB-231 présentent 

une sécrétion importante du précurseur de la cathepsine D ainsi qu’une 

insensibilité de cette sécrétion au chlorure d’ammonium, ce qui est une 

propriété observée chez certains types cellulaires transformés caractérisés 

par un degré de malignité élevé (Erickson et al., 1981; Hasilik et al., 1981; 

Rosenfeld et al., 1982; Capony et al., 1994; Isidoro et al., 1997; Rochefort et 

al., 2000). Il est intéressant d’observer que les kératinocytes normaux 

partagent cette propriété avec des cellules tumorales malignes. 

Effets de l’ionomycine sur la sécrétion de la cathepsine D. Nos résultats 

montrent que l’incubation de kératinocytes en présence d’ionomycine, induit 

la sécrétion de la forme mature de la cathepsine D, essentiellement localisée 

dans les lysosomes (Gieselmann et al., 1983 ; Hasilik et al., 1992). Suite à 

une stimulation par l’ionomycine, les fibroblastes IMR-90 (Rodriguez et al., 

1997) et les cellules dendritiques (Gardella et al., 2001) sécrètent aussi une 

certaine proportion de la forme mature de la cathepsine D. L’ajout d’EGTA 

au milieu bloque la sécrétion de la forme mature de la cathepsine D, ce qui 

est similaire aux observations de Gardella et al. (2001) chez les cellules 

dendritiques, et suggère l’importance de l’entrée de calcium dans ce 

processus d’exocytose. L’ionomycine entraîne aussi la libération d’une 
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certaine proportion de la forme intermédiaire de la cathepsine D. Le clivage 

de la forme intermédiaire, qui donne naissance à la forme mature, se passe 

dans un compartiment lysosomal (Hasilik, 1992). Il est dès lors possible que 

ce compartiment contienne une certaine proportion de la forme intermédiaire 

qui se retrouve sécrétée lors de l’incubation des kératinocytes avec 

l’ionomycine. Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure que ce traitement 

affecte des compartiments prélysosomaux contenant la forme intermédiaire 

de la cathepsine D. Rodriguez et al. (1997) ont proposé qu’il est possible 

que, au moins dans les fibroblastes, l’incubation en présence d’ionomycine 

induise l’exocytose d’endosomes en même temps que des lysosomes. 

Signalons qu’une incubation des kératinocytes en présence d’ionomycine 

entraîne aussi la libération d’une certaine proportion de la forme précurseur 

de la cathepsine D. Cette libération est également observée lors d’une 

incubation des cellules en présence d’ionomycine et d’EGTA, suggérant que 

la sécrétion de la forme précurseur de la cathepsine D par les kératinocytes 

est indépendante du calcium. En accord avec nos résultats, Gardella et al. 

(2001) ont observé une augmentation de la sécrétion de la forme précurseur 

par les cellules dendritiques suite à un traitement par l’ionomycine. Cette 

sécrétion est aussi observée en présence d’ionomycine et d’EGTA. 

La forme précurseur de la cathepsine D n’est pas associée avec le 

compartiment lysosomal et suit généralement la voie de sécrétion classique 

lorsqu’elle est sécrétée (Erickson, 1989; Hasilik, 1992). L’ionomycine 

pourrait dès lors induire la sécrétion de la forme précurseur de la cathepsine 

D en agissant sur la voie de sécrétion classique ou sur des compartiments 

impliqués dans le transport de la cathepsine D vers les lysosomes, comme 

par exemple les endosomes. Dans plusieurs types cellulaires, un traitement 

par l’ionomycine affecte le pH intracellulaire (Hendey et al., 1989; Grant & 

 



112  /  Rôle des lysosomes et du cholestérol au cours de la différenciation des kératinocytes 

Acosta, 1996; Yamamoto et al., 1998; Cabado et al., 2000; Moor et al., 

2000). L’augmentation du pH de vésicules intracellulaires acides grâce à un 

traitement par le chlorure d’ammonium inhibe la dissociation endosomale 

d’enzymes lysosomales des récepteurs au Man 6-P (Gonzalez-Noriega et al., 

1980; Maxfield, 1982), induisant la sécrétion de la forme précurseur de la 

cathepsine D dans plusieurs types cellulaires (Imort et al., 1983; Capony et 

al., 1994), mais pas dans les kératinocytes, selon nos résultats. Nous ne 

pouvons cependant pas exclure qu’une incubation en présence d’ionomycine 

pourrait provoquer la libération de la forme précurseur de la cathepsine D en 

induisant rapidement une alkalinisation des endosomes. 

Sécrétion de la cathepsine C et de la β-galactosidase suite à une entrée 

d’ions calcium dans les kératinocytes. Nos résultats montrent d’abord 

qu’en présence de calcium 0,15 mM, une concentration d’ionomycine 10 

μM n’induit pas l’exocytose des lysosomes, contrairement à une 

concentration d’ionomycine 30 μM. L’utilisation d’ionomycine 10 μM, plus 

classiquement utilisée dans la littérature (p.ex. Leigh & Watt, 1994; 

Rodriguez et al., 1997; Sawyer & Hamilton, 2000), peut néanmoins induire 

l’exocytose des lysosomes, pour autant que la concentration en calcium 

extracellulaire soit portée à 1 mM, c’est-à-dire une concentration 

classiquement utilisée dans la plupart des milieux de culture. D’un point de 

vue quantitatif, la sécrétion d’entre 10% et 20% seulement des activités 

d’enzymes lysosomales solubles suggère que ce traitement engendre 

l’exocytose d’une faible proportion seulement de lysosomes. Ces lysosomes 

sont peut-être proches de la membrane plasmique, puisque, dans plusieurs 

types cellulaires, ce sont ces lysosomes dont l’exocytose est induite par une 

entrée de calcium (Jaiswal et al., 2002). Nos résultats sont comparables à la 

sécrétion d’un faible pourcentage d’activité enzymatique de 
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l’hexosaminidase par les fibroblastes, où l’exocytose de lysosomes est 

également induite par l’ionomycine (Rodriguez et al., 1997). 

Apparition de protéines membranaires lysosomales au niveau de la 

membrane plasmique lors d’une entrée d’ions calcium dans les 

kératinocytes. Nous avons aussi analysé la présence de Lamp-1 et Lamp-2, 

protéines lysosomales membranaires, au niveau de la membrane plasmique 

des kératinocytes afin d’examiner si la sécrétion de la cathepsine D, de la 

cathepsine C et de la β-galactosidase résulte en effet de l’exocytose de 

lysosomes. Les résultats obtenus en utilisant une approche biochimique ainsi 

qu’une approche morphologique suggèrent que l’incubation des 

kératinocytes en présence d’ionomycine induit l’exposition de Lamp-1 et de 

Lamp-2 au niveau de la membrane plasmique. Lamp-1 est aussi détectable 

au niveau de la membrane plasmique de fibroblastes et de cellules 

épithéliales en réponse à une augmentation de la concentration intracellulaire 

en calcium (Rodriguez et al., 1997; Reddy et al., 2001). Une telle 

augmentation induit également l’exposition d’une autre protéine de la 

membrane lysosomale, la tétraspanine CD63, au niveau de la membrane 

plasmique des fibroblastes (Jaiswal et al., 2002). 

L’entrée d’ions calcium dans les kératinocytes induit donc une exocytose de 

lysosomes. Les enzymes lysosomales déversées dans l’espace extracellulaire 

ainsi que les protéines membranaires lysosomales exposées au niveau de la 

membrane plasmique des kératinocytes peuvent intervenir au cours de la 

différenciation épidermique. Cet évènement peut aussi être impliqué dans la 

réparation de ruptures au niveau de la membrane plasmique des 

kératinocytes, ruptures notamment infligées par les forces mécaniques 

auquel l’épiderme est constamment soumis en surface de l’organisme. 
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1 Introduction 

Au cours de la différenciation des kératinocytes épidermiques, le cholestérol 

pourrait réguler, peut-être par l’intermédiaire des rafts lipidiques, l’activité 

de protéines de signalisation qui contrôlent le phénotype des kératinocytes, 

comme le récepteur de l’EGF, HER2, HER3, ERK et p38. Dans ce chapitre, 

nous avons investigué cette hypothèse en recherchant les effets d’une 

déplétion en cholestérol induite par un traitement par la MβCD sur le 

phénotype des kératinocytes. Nous avons analysé les effets d’un tel 

traitement sur l’état de différenciation de kératinocytes en culture et sur 

l’activité des protéines de signalisation mentionnées ci-dessus. 

2 Résultats 

2.1 L’incubation de kératinocytes en présence de 
MβCD induit une déplétion en cholestérol. 

L’incubation en présence de MβCD induit l’extraction de cholestérol de la 

membrane plasmique de divers types cellulaires, tels que les adipocytes 3T3-

L1 (Parpal et al., 2001) ainsi que les cellules myométriales (Klein et al., 

1995) et les cellules HeLa (Roepstorff et al., 2002). Bien que la littérature 

mentionne que les kératinocytes épidermiques en culture ont déjà fait l’objet 

d’un traitement en présence de MβCD (Gniadecki et al., 2002), des 

informations concernant les effets d’un tel traitement sur la quantité et la 

localisation du cholestérol font défaut. Pour déterminer les effets d’un 

traitement par la MβCD sur la quantité de cholestérol, nous avons incubé des 

kératinocytes pendant 1h en présence de MβCD 7,5 mM, puis dosé le 

cholestérol cellulaire. Des cellules soumises à ce traitement (n=7) 

contiennent 0,96±0,18 nmol de cholestérol par μg de protéines. Comparé aux 

cellules non traitées qui contiennent 1,26±0,18 nmol de cholestérol par μg de 
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protéines (n=7), ce traitement induit une réduction faible, mais significative 

(test de Student, p<0,01) de la quantité en cholestérol. 

Pour localiser le cholestérol affecté par un traitement par la MβCD, nous 

avons incubé des kératinocytes en présence de MβCD et marqué le 

cholestérol par la filipine. Comme le montre la fig. 2-1b, le traitement avec 

la MβCD 7,5 mM pendant 1h résulte en une diminution importante du 

marquage de la membrane plasmique observable dans les cellules non 

traitées (fig. 2-1a). Ce marquage membranaire diminue en faveur d’un 

marquage intracellulaire périnucléaire. La complexation de la MβCD avec 

du cholestérol supprime sa capacité à extraire le cholestérol (Klein et al., 

1995). Puisqu’un traitement par les complexes MβCD-cholestérol résulte en 

un marquage membranaire de la filipine (fig. 2-1c), la MβCD complexée au 

cholestérol n’extrait en effet pas ce lipide de la membrane des kératinocytes. 

 
Fig. 2-1 : Effets d’une incubation en présence de MβCD sur la localisation 
du cholestérol dans les kératinocytes. 
Des cultures de kératinocytes confluentes ont été marquées en utilisant la filipine après avoir 
été incubées pendant 1h en présence de milieu autocrine (a), en présence de milieu contenant 
de la MβCD 7,5 mM (b), ou de la MβCD 7,5 mM complexée au cholestérol (c). Les cellules 
sont ensuite observées en utilisant un microscope à épifluorescence équipé d’un filtre UV et 
photographiées en utilisant le même temps d’exposition pour toutes les conditions analysées 
(barre=20 μm). 

L’exposition de cellules en culture à des cyclodextrines est cytotoxique pour 

les érythrocytes (Irie et al., 1982) et les fibroblastes (Pitha et al., 1988). Cet 
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effet peut être lié à l’extraction de cholestérol membranaire dans le cas des 

β-cyclodextrines (Irie et al., 1992). Pour analyser la cytotoxicité éventuelle 

d’un traitement par la MβCD sur les kératinocytes, nous avons utilisé le kit 

ToxiLight™ (Cambrex). Ce kit permet de mesurer la libération de l’enzyme 

cytoplasmique adénylate kinase par les cellules dans le milieu 

extracellulaire, et permet ainsi d’estimer le degré de cytotoxicité du 

traitement en question en fonction de la proportion d’enzyme libérée. Une 

incubation de kératinocytes en présence de MβCD 7,5 mM pendant 1h induit 

la libération de 7,4%±4,3% (n=3) d’activité adénylate kinase dans le milieu 

de culture, tandis que les cellules non traitées libèrent 1,9%±0,6% (n=3) de 

cette activité et les cellules traitées avec la MβCD complexée libèrent 

2,5%±1,4% (n=3) de cette activité. L’application du test de Student montre 

que le traitement par la MβCD résulte en une libération d’activité adénylate 

kinase significativement différente (p<0,05) de l’activité de cette enzyme 

libérée par les cellules contrôle. Ce traitement semble donc légèrement 

augmenter la perméabilité de la membrane plasmique des kératinocytes pour 

l’adénylate kinase, suggérant qu’il exerce une faible cytotoxicité. 

2.2 Effets d’une déplétion en cholestérol sur les 
rafts lipidiques 

Puisqu’un traitement par la MβCD pourrait affecter la structure des rafts 

lipidiques, nous avons visualisé ces rafts au moyen de la sous-unité B de la 

toxine cholérique couplée à un fluorochrome (Harder et al., 1998). Dans les 

kératinocytes, l’intensité d’un marquage avec la toxine cholérique 

fluorescente dépend du phénotype cellulaire (Gniadecki & Bang, 2003). En 

effet, les kératinocytes confluents présentent un marquage hétérogène de la 

toxine cholérique fluorescente (fig. 2-2): une majorité des cellules sont peu 

fluorescentes tandis qu’une minorité des cellules montrent une fluorescence 
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plus importante, suggérant que les cultures confluentes sont constituées par 

des kératinocytes minoritaires riches en rafts lipidiques et une population 

majoritaire pauvre en rafts. 

Fig. 2-2 : Fluorescence émise par des 
kératinocytes confluents marqués avec la 
sous-unité B de la toxine cholérique couplée 
au fluorochrome Alexa 488™. 
A l’atteinte de la confluence, des cultures de 
kératinocytes ensemencés sur des couvre-objets ont été 
incubées pendant 30 min à 4°C en présence d’une 
solution contenant 8 μg/ml de sous-unité B de la toxine 
cholérique couplée au fluorochrome Alexa 488™, fixées 
et montées sur une lame. Les cellules ont été observées 
avec un microscope à épifluorescence en utilisant un 
filtre spécifique du FITC et des photos ont été prises en 
utilisant une caméra numérique (barre=10 μm). 

Ensuite, nous avons voulu analyser les effets d’un traitement par la MβCD 

n’est pas visible si les cellules ont été traitées à la M CD complexée au 

sur les rafts lipidiques présents dans la membrane plasmique des 

kératinocytes. Or, le pouvoir de résolution des microscopes optiques est trop 

faible pour permettre la visualisation de rafts lipidiques isolés (Harder et al., 

1998). En effet, l’incubation à 4°C en présence de toxine cholérique 

fluorescente résulte en un marquage homogène de la membrane plasmique 

des kératinocytes, ne permettant pas de distinguer des rafts isolés (fig. 2-3a). 

Un traitement par la MβCD 7,5 mM pendant 1h suivi d’une incubation en 

présence de toxine cholérique fluorescente induit un marquage qui suggère 

un léger chiffonement de la membrane plasmique (fig. 2-3c). Ce marquage 

β

cholestérol (fig. 2-3e). 
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Fig. 2-3 : Effets d’un traitement par la MβCD sur un marquage des 
kératinocytes avec la sous-unité B de la toxine cholérique couplée à l’Alexa 
488™. 
A l’atteinte de la confluence, des cultures de kératinocytes ensemencés sur des couvre-objets 
ont été incubées pendant 1h en présence de milieu autocrine (a, b), en présence de MβCD 7,5 
mM (c, d) ou en présence de MβCD 7,5 mM complexée au cholestérol (e, f). Ensuite, les 
cellules ont été incubées pendant 30 min en présence d’une solution contenant 8 μg/ml de 
sous-unité B de la toxine cholérique couplée au fluorochrome Alexa 488™, fixées et montées 
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sur une lame. L’incubation des cellules en présence de la sous-unité de toxine cholérique a été 
effectuée à 4°C (a, c, e) ou à 12°C (b, d, f). Les cellules ont été observées avec un microscope 
à épifluorescence en utilisant un filtre spécifique du FITC. Les photographies montrent des 
cellules exhibant une fluorescence élevée afin de bien discerner les effets du traitement par la 
MβCD (barre=10 μm). 

Pour rechercher l’effet éventuel d’un traitement par la MβCD sur les rafts 

lipidiques, nous avons dû contourner le problème de détection des rafts en 

microscopie optique puisque l’incubation des kératinocytes avec la toxine 

cholérique à 4°C ne permet pas l’observation de rafts isolés (fig. 2-3a). Pour 

résoudre ce problème, nous avons employé l’approche de Harder et al. 

(1998) en incubant des cellules en culture à 12°C en présence de toxine 

cholérique, ce qui induit la formation d’agrégats de rafts. Les kératinocytes 

ayant subi ce traitement présentent en effet des agrégats de rafts observables 

en microscopie optique sous forme de points fluorescents (fig. 2-3b). 

Lorsque le marquage avec la toxine cholérique fluorescente est précédé d’un 

traitement par la MβCD 7,5 mM pendant 1h, les rafts sont agrégés d’une 

manière filiforme (fig. 2-3d). Au contraire, un traitement pendant 1h avec la 

MβCD 7,5 mM complexée au cholestérol ne modifie pas l’agrégation des 

rafts induite par la toxine cholérique (fig. 2-3f). Ce résultat suggère qu’une 

extraction de cholestérol induite par un traitement par la MβCD perturbe la 

structure des rafts lipidiques présents dans la membrane plasmique des 

kératinocytes de manière à altérer l’agrégation des rafts par la toxine 

cholérique. 

2.3 Effets d’une déplétion en cholestérol sur la 
différenciation des kératinocytes 

Pour observer les effets sur l’expression génique d’un traitement par la 

MβCD, les kératinocytes en culture doivent subir une incubation prolongée 

avant que l’on ne puisse observer des effets. Par exemple, un traitement en 

présence d’EGF nécessite entre 8h et 24h d’incubation pour induire des 
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changements d’expression observables (Poumay & Pittelkow, 1995). C’est 

pourquoi les kératinocytes sont analysés après une déplétion prolongée de 

cholestérol. Cependant, une incubation de fibroblastes pendant 8h en 

présence de MβCD 2 mM ou 10 mM est cytotoxique pour 20% ou 40% des 

cellules traitées (Kilsdonk et al., 1995). Puisqu’un tel effet cytotoxique de la 

MβCD n’est pas désirable dans le cadre de notre étude, nous nous sommes 

inspirés de l’étude de Cooper et al. (2003). Ces auteurs ont utilisé un 

traitement court (30 min) en présence de MβCD suivi par un traitement de 

longue durée en présence d’une statine (molécule inhibant la néosynthèse de 

cholestérol) afin d’empêcher les fibroblastes de synthétiser du cholestérol 

endogène. Comme inhibiteur de la néosynthèse du cholestérol, nous avons 

choisi la lovastatine, qui inhibe la hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A 

(HMG-CoA) réductase, enzyme-clé dans la biosynthèse du cholestérol (Kita 

et al., 1980). Les cultures de kératinocytes sont incubées en présence de 

MβCD 7,5 mM pendant 1h, lavées, et traitées ensuite en présence de 

lovastatine 10 μM pendant 17h. Afin de vérifier si ce traitement par la 

MβCD et la lovastatine résulte bel et bien en une déplétion prolongée de 

cholestérol, nous avons réalisé un marquage en utilisant la filipine. La fig. 2-

4 montre que les kératinocytes incubés en présence de MβCD et de 

lovastatine exhibent un très faible marquage de la membrane plasmique des 

kératinocytes (2-4c), suggérant une déplétion en cholestérol. Au contraire, 

les cellules qui sont incubées en présence de MβCD seule (2-4b) ou de 

lovastatine seule (2-4d) exhibent un marquage de la membrane plasmique 

similaire aux cellules non traitées (2-4a). 
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Fig. 2-4 : Effets d’un 
traitement par la MβCD et 
la lovastatine sur le 
cholestérol contenu dans 
les kératinocytes. 
Des cultures confluentes de 
kératinocytes ont été incubées 
pendant 18h en présence de 
milieu autocrine (a), 1h en 
présence de MβCD 7,5 mM et 
17h en présence de milieu 
autocrine (b), 1h en présence de 
MβCD 7,5 mM et 17h en 
présence de lovastatine 10 μM 
(c), ou incubés pendant 18h en 
présence de lovastatine 10 μM 
(d). Les cellules ont ensuite été 
marquées en utilisant la filipine, 
observées au moyen d’un 
microscope à épifluorescence 
équipé d’un filtre UV et photographi
les conditions analysées. (barre=20 μm). 

ées en utilisant le même temps d’exposition pour toutes 

Simultanément, nous avons estimé les effets cytotoxiques exercés par la 

kinase vis-à-vis de 1,8% 0,6% (n=3) d’activité adénylate kinase relarguée 

déplétion prolongée en cholestérol sur les kératinocytes. L’analyse du 

relargage de l’adénylate kinase au moyen du kit ToxiLight nous montre une 

différence significative (p<0,01) de la moyenne de l’activité adénylate 

kinase relarguée pendant un traitement en présence de MβCD et de 

lovastatine par rapport au contrôle. Une déplétion en cholestérol induit en 

effet la sécrétion de 12,9%±3,5% (n=3) de l’activité totale de l’adénylate 

±

par les cellules contrôle. Ce traitement augmente donc la perméabilité 

membranaire à cette enzyme d’environ 10%, signalant un léger effet 

cytotoxique. Une libération d’activité adénylate kinase peut révéler la mort 

cellulaire. Puisqu’une possibilité de mort cellulaire est la mort par apoptose, 

nous avons analysé la formation de cellules apoptotiques au sein de cultures 

de kératinocytes qui ont subi une déplétion en cholestérol. Une incubation de 
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kératinocytes pendant 1h en présence de MβCD 7,5 mM et pendant 17h en 

présence de lovastatine 10 μM induit une augmentation faible de la 

proportion de cellules apoptotiques (5,3%±2,6%, n=3) par rapport au 

contrôle (1,4%±0,5%, n=3). Cette variation n’est pourtant pas 

statistiquement significative (test de Student, p>0,05), suggérant que la 

libération d’adénylate kinase par des kératinocytes ayant subi une déplétion 

en cholestérol ne reflète pas nécessairement pour les cellules concernées un 

effet pro-apoptotique. Il est toutefois possible que cette libération 

d’adénylate kinase soit indicatrice d’un autre processus de mort cellulaire, 

comme par exemple la nécrose. Puisque le cholestérol est un composant 

essentiel des membranes biologiques, il est possible que la déplétion en 

cholestérol résulte en une modification des propriétés structurales de la 

membrane plasmique des kératinocytes. Cette modification pourrait peut-

être se traduire par une augmentation de la perméabilité membranaire, 

permettant le relargage d’éléments cytoplasmiques dont l’adénylate kinase. 

En résumé, une incubation de kératinocytes en présence de MβCD et de 

lovastatine résulte en une déplétion en cholestérol et exerce une légère 

cytotoxicité sans pour autant induire l’apoptose. Ce traitement nous a dès 

lors paru adéquat pour étudier les effets d’une déplétion en cholestérol sur le 

processus de différenciation des kératinocytes. Rappelons qu’en conditions 

de culture autocrine, le stade de différenciation des kératinocytes est régulé 

par la densité cellulaire (Poumay & Pittelkow, 1995; Poumay et al., 1999). 

Cette régulation se manifeste par une induction de l’expression de marqueurs 

de différenciation en fonction de la progression de la culture. Par exemple, 

les kératines suprabasales 1 et 10 ne sont exprimées que par des cultures 

confluentes et post-confluentes. Un marqueur de la différenciation tardive 

comme l’involucrine n’est détectable que dans des cultures post-confluentes. 
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La kératine basale 14 est exprimée par des cultures sous-confluentes, 

confluentes et post-confluentes, indiquant la présence de cellules de 

phénotype basal à tous les stades de confluence. Afin d’investiguer les effets 

d’une déplétion en cholestérol sur le processus de différenciation des 

kératinocytes, des cultures sous-confluentes, confluentes et post-confluentes 

ont été incubées pendant 1h en présence de MβCD 7,5 mM et pendant 17h 

en présence de lovastatine 10 μM. Puis, nous avons analysé l’expression 

génique de la kératine 14, de la kératine 10 et de l’involucrine. Uniquement à 

confluence, la déplétion en cholestérol provoque une répression importante 

de l’expression de la kératine 14 et de la kératine 10, et en même temps une 

induction importante de l’expression de l’involucrine (fig. 2-5). 
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Fig. 2-5 : Effets d’une déplétion en cholestérol sur l’expression génique de 
la kératine 14 et de la kératine 10 dans des kératinocytes à sous-confluence, 
confluence et post-confluence. 
Des cultures de kératinocytes ont été amenées à sous-confluence, confluence ou post-
confluence en conditions de culture autocrine. Les cellules ont été incubées pendant 1h en 
présence de MβCD 7,5 mM et 17h en présence de milieu autocrine, ou bien pendant 1h en 
présence de MβCD 7,5 mM et 17h en présence de lovastatine 10 μM, ou bien pendant 18h en 
présence de lovastatine 10 μM. Après les traitements, les ARNm ont été extraits des cellules 
et transférés sur une membrane par Northern blot. La membrane a été hybridée de manière 
séquentielle avec des sondes d’ADNc marquées au 32P spécifiques des ARNm de la kératine 
14, de la kératine 10 et de l’involucrine. L’exposition de la membrane à un écran de stockage 
au phosphore et la révélation de l’écran au moyen d’un appareil Cyclone™ (Packard) ont 
permis d’analyser l’expression génique de ces protéines. L’hybridation de la membrane avec 
la sonde d’ADNc spécifique de 36B4 donne des indications sur les quantités totales d’ARN 
poly-A déposées sur le gel et transférées sur la membrane. L’expression génique de la 
kératine 14, de la kératine 10, de l’involucrine et de 36B4 a été quantifiée en utilisant le 
programme OptiQuant (Packard). L’expression de la kératine 14, de la kératine 10 et de 

 



Effets d’une déplétion en cholestérol sur la physiologie des kératinocytes 127 

l’involucrine relative à l’expression de 36B4 a été fixée arbitrairement à 1 dans l’échantillon 
contrôle. 

Afin de vérifier ce résultat, nous avons répété cette expérience (n=11) et 

montré qu’une déplétion en cholestérol augmente en moyenne 25 fois 

l’expression génique de l’involucrine. Par contre, ce traitement diminue 

l’expression de la kératine 14 et de la kératine 10 environ de moitié. 

Pour examiner si cette altération de l’expression de la kératine 14, de la 

kératine 10 et de l’involucrine est liée spécifiquement à la déplétion en 

cholestérol, nous avons employé plusieurs approches. Premièrement, l’α-

cyclodextrine est un polysaccharide cyclique de structure assez semblable à 

la MβCD. Cependant, l’α-cyclodextrine est constituée par l’agencement 

cyclique de 6 résidus glucose alors que la MβCD possède 7 résidus glucose. 

Cette différence structurale entre α-cyclodextrine et MβCD explique que la 

MβCD, mais non l’α-cyclodextrine, est efficace pour extraire le cholestérol 

de membranes biologiques (Ohtani et al., 1989; Nakanishi et al., 1992). Le 

traitement de kératinocytes en présence d’α-cyclodextrine 7,5 mM pendant 

1h et de lovastatine 10 μM pendant 17h n’induit aucune altération de 

l’expression de la kératine 14, de la kératine 10 ou de l’involucrine (fig. 2-

6A). L’altération de l’expression de ces gènes est donc liée spécifiquement à 

un traitement par la MβCD. 
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Fig. 2-6 : Effets de traitements par l’α-cyclodextrine (A) et par la MβCD 
complexée au cholestérol (B) sur l’expression de la kératine 14, de la 
kératine 10 et de l’involucrine par les kératinocytes. Effets d’un traitement 
par la MβCD complexée au cholestérol suite à un traitement par la MβCD 
sur l’expression de ces gènes (C). 

(A) Les cellules ont été incubées pendant 1h en présence d’α-cyclodextrine 7,5 mM ou 
bien pendant 1h en présence d’α-cyclodextrine et 17h en présence de lovastatine. 

(B) Les cellules ont été incubées pendant 1h en présence de MβCD 7,5 mM et 17h en 
présence de lovastatine 10 μM, ou bien pendant 1h en présence de MβCD 7,5 mM 
complexée au cholestérol et 17h en présence de lovastatine. 

(C) Les cellules ont été incubées pendant 1h en présence de MβCD, puis pendant 1h en 
présence de MβCD complexée au cholestérol et 16h en présence de lovastatine. 

Après les traitements, les ARNm ont été extraits des cellules et transférés sur une membrane 
par Northern blot. La membrane a été hybridée de manière séquentielle avec des sondes 
d’ADNc marquées au 32P spécifiques des ARNm de la kératine 14, de la kératine 10 et de 
l’involucrine. L’exposition de la membrane à un écran de stockage au phosphore et la 
révélation de l’écran au moyen d’un appareil Cyclone™ (Packard) ont permis d’analyser 
l’expression génique de ces protéines. L’hybridation de la membrane avec la sonde d’ADNc 
spécifique de 36B4 donne des indications sur les quantités totales d’ARN poly-A déposées sur 
le gel et transférées sur la membrane.  

Deuxièmement, puisque nous avons montré que la MβCD complexée au 

cholestérol n’extrait pas le cholestérol membranaire des kératinocytes (fig. 

2-1), nous avons incubé des kératinocytes pendant 1h en présence de MβCD 

7,5 mM complexée au cholestérol et pendant 17h en présence de lovastatine 

10 μM. Ce traitement n’induit aucune altération de l’expression de la 

kératine 14, de la kératine 10 ou de l’involucrine (fig. 2-6B). Dès lors, 
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l’extraction du cholestérol membranaire par la MβCD est probablement à la 

base de l’altération de l’expression de ces gènes. Troisièment, si l’extraction 

de cholestérol membranaire par un traitement en présence de MβCD est 

suivie par une incubation en présence de MβCD complexée avec ce lipide, 

du cholestérol est retransféré vers les membranes biologiques (Klein et al., 

1995). Nous avons dès lors incubé des kératinocytes confluents en présence 

de MβCD 7,5 mM pendant 1h, puis en présence de MβCD 7,5 mM 

complexée au cholestérol pendant 1h et finalement pendant 16h en présence 

de lovastatine 10 μM. La fig. 2-6C montre que ce traitement n’induit pas 

l’altération de l’expression de la kératine 14, de la kératine 10 ou de 

l’involucrine, ce qui renforce l’hypothèse selon laquelle l’extraction 

spécifique de cholestérol par la MβCD est à la base de l’altération de 

l’expression de ces gènes. 

Plusieurs auteurs ont suggéré que les effets d’un traitement de cellules à la 

MβCD sont liés au temps d’incubation en présence de cette molécule (Park 

et al., 1998; Lai, 2003). Afin d’investiguer l’influence du temps d’incubation 

en présence de MβCD sur le processus de différenciation des kératinocytes, 

l’expression de la kératine 14, de la kératine 10 et de l’involucrine a été 

analysée dans des cultures confluentes incubées en présence de MβCD 7,5 

mM pendant 15 min, 30 min ou 60 min, puis pendant 17h en présence de 

lovastatine 10 μM. Comme le montre la fig. 2-7, l’expression de la kératine 

14 et de la kératine 10 diminuent progressivement après 15 min d’incubation 

en présence de MβCD, tandis que l’expression de l’involucrine n’augmente 

qu’à partir de 30 min de traitement par la MβCD. Ce résultat montre donc 

que l’altération de l’expression de ces gènes requiert un temps d’incubation 

suffisant en présence de MβCD, et suggère que l’expression des kératines 14 
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et 10 est plus sensible à une déplétion en cholestérol que l’expression de 

Fig. 2-7 : Effe

l’involucrine. 

ts dépendants du temps d’incubation en présence de MβCD 

tes ont été incubées pendant 15 min, 30 min ou 60 min 
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tion en cholestérol de 
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sur l’expression de la kératine 14, de la kératine 10 et de l’involucrine par 
les kératinocytes à confluence. 
Des cultures confluentes de kératinocy
en présence de MβCD 7,5 mM et pendan
traitements, les ARNm ont été extraits des cellules et transférés sur une membrane par 
Northern blot. La membrane a été hybridée de manière séquentielle avec des sondes d’ADNc 
marquées au 32P spécifiques des ARNm des kératines K14 et K10 et de l’involucrine. 
L’exposition de la membrane à un écran de stockage au phosphore et la révélation de l’écran 
au moyen d’un appareil Cyclone™ (Packard) ont permis d’analyser l’expression génique de 
ces protéines. L’hybridation de la membrane avec la sonde d’ADNc spécifique de  36B4 
donne des indications sur les quantités totales d’ARN poly-A déposées sur le gel et 
transférées sur la membrane. L’expression génique de la kératine 14, de la kératine 10, de 
l’involucrine et de 36B4 a été quantifiée en utilisant le programme OptiQuant (Packard). 
L’expression de la kératine 14, de la kératine 10 et de l’involucrine relative à l’expression de 
36B4 a été fixée arbitrairement à 1 dans l’échantillon contrôle. 

En résumé, nos résultats montrent qu’une déplé

 



Effets d’une déplétion en cholestérol sur la physiologie des kératinocytes 131 

kératine 10 et de l’involucrine. Comme l’expression de ces gènes est 

strictement régulée au cours de la différenciation des kératinocytes 

épidermiques, nos résultats suggèrent que le cholestérol est un éventuel 

élément régulateur de l’expression de ces gènes au cours de ce processus. Le 

mécanisme par lequel le cholestérol exerce cette éventuelle fonction 

régulatoire est inconnu jusqu’à présent, mais il est possible que le cholestérol 

soit lié à une ou plusieurs cascades de transduction du signal qui, lors d’une 

déplétion en cholestérol, sont activées et modifient l’expression de la 

kératine 14, la kératine 10 et l’involucrine. 

2.4 Effets d’une déplétion en
d’activation de récepteurs de la famill

 cholestérol sur l’état 
e des HER 

peut êtr , 

Dans les kératinocytes, l’expression de la kératine 10 ou de l’involucrine 

e régulée par les récepteurs de la famille des HER. En particulier

l’activation du récepteur de l’EGF (HER1) résulte en une répression de 

l’expression de la kératine 10 (Poumay & Pittelkow, 1995; Wakita & 

Takigawa, 1999). L’inhibition du récepteur de l’EGF induit par contre une 

augmentation de l’expression de la kératine 10 (Peus et al., 1997). 

L’activation de ce récepteur induit également l’expression de la 

profilaggrine, qui est un marqueur de la différenciation tardive des 

kératinocytes (Wakita & Takigawa, 1999) et l’expression de l’involucrine 

(Poumay & Pittelkow, résultats non publiés). L’activation du récepteur de 

l’EGF par un traitement par l’EGF de tissus épidermiques reconstruits en 

culture induit l’expression précoce de l’involucrine dans la couche épineuse 

(Gibbs et al., 1998; Gibbs et al., 2000). Par ailleurs, une déplétion en 

cholestérol active le récepteur de l’EGF dans des cellules 3T3 ou COS-1 

(Chen & Resh, 2002; Pike & Casey, 2002). Il est dès lors possible qu’une 

déplétion en cholestérol des kératinocytes résulte en une activation du 
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récepteur de l’EGF qui mène à son tour à une répression de l’expression de 

la kératine 10 et à une induction de l’expression de l’involucrine. 

2.4.1 Effets de l’activation du récepteur de l’EGF sur 
l’

Afin de v ssion 

s en 

’EGF par une 
d

L’activat it des changements d’expression de 

expression de la kératine 10 et de l’involucrine 

érifier les effets que le récepteur de l’EGF exerce sur l’expre

de la kératine 10 et de l’involucrine, l’expression de ces gènes a été analysée 

suite à un traitement de kératinocytes avec l’EGF, qui active ce récepteur. 

Comme le montre la fig. 2-8, l’incubation de kératinocytes pendant 18h en 

présence de 10 ng/ml EGF mène en effet à une répression de l’expression de 

la kératine 10 et à une induction de l’expression de l’involucrine. Dans ces 

conditions, l’expression de la kératine 14 n’est que très faiblement réprimée. 

Fig. 2-8 : Effets d’un traitement par l’EGF sur 
l’expression de la kératine 14, de la kératine 10 et de 
l’involucrine dans les kératinocytes à confluence. 
Des cultures confluentes de kératinocytes ont été incubée
présence de 10 ng/ml EGF pendant 18h. Après les traitements, les 
ARNm ont été extraits des cellules et transférés sur une 
membrane par Northern blot. La membrane a été hybridée de 
manière séquentielle avec des sondes d’ADNc marquées au 32P 
spécifiques des ARNm des kératines K14 et K10 et de 
l’involucrine. L’exposition de la membrane à un écran de 
stockage au phosphore et la révélation de l’écran au moyen d’un app
ont permis d’analyser l’expression génique de ces protéines. L’hybridation de la membrane 
avec la sonde d’ADNc spécifique de 36B4 donne des indications sur les quantités totales 
d’ARN poly-A déposées sur le gel et transférées sur la membrane. 

2.4.2 Activation du récepteur de l

areil Cyclone™ (Packard) 

éplétion en cholestérol 

ion du récepteur de l’EGF indu

la kératine 10 et de l’involucrine. Il est possible que l’état d’activation du 

récepteur de l’EGF soit affecté par une déplétion en cholestérol, ce qui 

pourrait expliquer les effets observés de ce traitement sur l’expression des 

marqueurs de différenciation épidermique. Pour examiner cette hypothèse, 
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nous avons analysé la phosphorylation du récepteur de l’EGF dans des 

kératinocytes confluents suite à une incubation en présence de MβCD 7,5 

mM pendant 1h. Contrairement aux cellules non traitées, les cellules ayant 

subi une déplétion en cholestérol exhibent une quantité clairement détectable 

du récepteur de l’EGF phosphorylé (fig. 2-9). Cette quantité est toutefois 

moins importante que la quantité de récepteur de l’EGF phosphorylé 

détectable après une stimulation par l’EGF (fig. 2-9). Notons que 

l’augmentation de la quantité de récepteur de l’EGF phosphorylé suite à un 

traitement par la MβCD semble être effectivement liée à une extraction de 

cholestérol puisqu’une incubation des cellules en présence de MβCD 

complexée au cholestérol ne résulte pas en une quantité détectable de 

récepteur de l’EGF phosphorylé.  

Fig. 2-9 : Effets d’un traitement 

es confluentes de kératinocytes 
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par la MβCD sur la 
phosphorylation du récepteur de 
l’EGF. 
Des cultur
ont été incubées en présence de M CD 
7,5 mM pendant 1h, en présence de 10 
ng/ml EGF pendant 10 min ou en 
présence de MβCD 7,5 mM complexée au 
cholestérol 7,5 mM pendant 1h. Ensuite, 
les cellules ont été lysées et les protéines
électrophorèse dans un gel à polyacrylamide
sur une membrane de polyvinylidène difluoride (PVDF) par Western blot. Les récepteurs de 
l’EGF phosphorylés ont été détectés dans les lysats par des anticorps spécifiques (phospho-
EGFR) comme décrit dans la section Matériels & Méthodes. L’homogénéité du chargement 
du gel de polyacrylamide et du transfert a été vérifiée par la détection des extracellular signal-
regulated kinases 1 et 2 (ERK) et de l’α-tubuline. 

Il est bien établi que l’activation de récepteurs de la 

ERK
α-tubuline

 contenues dans les lysats ont été séparées par 

s’accompagne d’une homo- ou hétérodimérisation et d’une 

transphosphorylation grâce à leur domaine tyrosine kinase (Schlessinger, 

2000). La molécule PD153035 inhibe spécifiquement l’activité tyrosine 

kinase du récepteur de l’EGF (Fry et al., 1994). Pour savoir si l’activation du 

 



134  /  Rôle des lysosomes et du cholestérol au cours de la différenciation des kératinocytes 

récepteur de l’EGF par une déplétion en cholestérol nécessite l’activité 

tyrosine kinase du récepteur, nous avons incubé des kératinocytes pendant 

30 min en présence de PD153035 500 nM avant de les incuber pendant 1h 

en présence de MβCD 7,5 mM. Comme le montre la fig. 2-10, un pré-

traitement des cellules par le PD153035 inhibe presque complètement 

l’augmentation de la quantité du récepteur de l’EGF phosphorylé induite par 

le traitement par la MβCD. Ce résultat suggère qu’une déplétion en 

cholestérol provoque l’autophosphorylation d’une certaine proportion des 

récepteurs à l’EGF présents dans les kératinocytes. 

Fig. 2-10 : Effets d’une 
inhibition de l’activité 
tyrosine kinase du 
récepteur de l’EGF sur 
la quantité de 
récepteur de l’EGF 
phosphorylé détectable 
dans les kératinocytes 
suite à une déplétion en ch
Des cultures confluentes de kératinocytes on

olestérol. 
t été incubées pendant 30 min en présence de 

β

EGF résulte en l’activation de plusieurs 

MβCD - + +-
PD153035 - + +-

phospho-EGFR
EGF - - - -

-
-
+

-
+
+

ERK
α-tubuline

PD153035 500 nM avant d’être incubées pendant 1h en présence de M CD 7,5 mM ou en 
présence de 10 ng/ml EGF. Ensuite, les cellules ont été lysées et les protéines contenues dans 
les lysats ont été séparées par SDS-PAGE et transférées sur une membrane PVDF par 
Western blot. Les récepteurs à l’EGF phosphorylés ont été détectés dans les lysats par des 
anticorps spécifiques (phospho-EGFR) comme décrit dans la section Matériels & Méthodes. 
L’homogénéité du chargement du gel de polyacrylamide et du transfert a été vérifiée par la 
détection de ERK1/2 et de l’α-tubuline. 

L’activation du récepteur de l’

protéines kinases situées en aval de ce récepteur, notamment en l’activation 

de la MAP kinase extracellular signal-regulated kinase (ERK) 

(Schlessinger, 2000). Dans plusieurs types cellulaires, une déplétion en 

cholestérol induit l’activation de ERK (Furuchi & Anderson, 1998; Chen & 

Resh, 2001) probablement par l’intermédiaire du récepteur de l’EGF (Chen 

& Resh, 2002). Il est dès lors possible qu’une déplétion en cholestérol 

résulte chez les kératinocytes en une activation de ERK. ERK est impliquée 
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dans la prolifération et la survie des kératinocytes épidermiques (Eckert et 

al., 2002). En conditions de culture autocrine, le phénotype des kératinocytes 

dépend de la densité cellulaire des cultures : les cultures sous-confluentes 

sont en prolifération intense, tandis que les cultures confluentes et post-

confluentes sont en différenciation (Poumay & Pittelkow, 1995; Poumay et 

al., 1999). Nous n’avons pas d’informations concernant l’activité de ERK en 

fonction du phénotype des kératinocytes. Notons que ERK existe sous 

plusieurs isoformes différentes, dont ERK1 et ERK2, qui ont respectivement 

un poids moléculaire de 44 ou 42 kDa (Boulton et al., 1991). Grâce à un 

anticorps spécifique des formes phosphorylées de ERK1 et de ERK2, nous 

avons analysé l’état de phosphorylation de ces kinases dans des 

kératinocytes à différents stades de confluence en culture autocrine. La 

quantité de ERK1/2 phosphorylée varie en fonction du phénotype cellulaire : 

le jour après l’incubation en présence de milieu autocrine, les kératinocytes 

contiennent une certaine quantité de ERK1/2 phosphorylée (fig. 2-11A). 

Cette quantité est diminuée 2 jours après le passage en milieu autocrine, 

mais réaugmente 3 jours après ce passage. 4 jours après le passage en milieu 

autocrine, c’est-à-dire à confluence de la culture, une quantité maximale de 

ERK1/2 phosphorylée est détectée. Les deux jours qui suivent la confluence 

sont caractérisés par une quantité faible de ERK1/2 phosphorylée. 

Afin de rechercher si l’activité de ERK1/2 est affectée par une déplétion en 

cholestérol, nous avons incubé des kératinocytes en présence de MβCD 7,5 

mM pendant 1h et analysé la quantité de ERK1/2 phosphorylée présente 

dans les cellules. Les kératinocytes sous-confluents qui sont incubés depuis 2 

jours en présence de milieu autocrine réagissent à un traitement par la 

MβCD par une augmentation de ce taux (fig. 2-11B). Par contre, un 

traitement par la MβCD n’affecte pas la quantité de ERK1/2 phosphorylée 

dans les kératinocytes confluents. Ces résultats suggèrent qu’une déplétion 
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en cholestérol n’affecte le taux d’activation de ERK1/2 qu’à un phénotype 

particulier de kératinocytes sous-confluents. 

Fig. 2-11 : (A) Estimation de la quantité d

A

phospho-ERK1/2

MβCD - + - +

ERK1/2

ERK1/2

phospho-ERK1/2

jours de culture en
conditions autocrines 1 32 4 5 6

confluencesubconfl.  /

B

e extracellular signal-regulated 
 

ont été mis en culture en utilisant les conditions de culture autocrine. 
 ont été préparés tous les jours dès le lendemain de la première 

pteur de l’EGF est responsable de 

kinase 1 et 2 (ERK1/2) phosphorylée présente dans les kératinocytes en 
fonction de la durée des conditions de culture autocrine. (B) Effet d’une 
déplétion en cholestérol sur la quantité de ERK1/2 présente dans les 
kératinocytes 2 jours resp. 4 jours après le changement en conditions de 
culture autocrine. 
(A) Des kératinocytes 
Des lysats cellulaires
incubation en présence de milieu autocrine. Les protéines contenues dans les lysats ont été 
séparées par SDS-PAGE et transférées sur une membrane PVDF par Western blot. Les 
protéines ERK1/2 phosphorylées ont été détectés dans les lysats par des anticorps spécifiques 
(phospho-ERK1/2) comme décrit dans la section Matériels & Méthodes. L’homogénéité du 
chargement du gel de polyacrylamide et du transfert a été vérifiée par la détection de ERK1/2. 
(B) Des kératinocytes ont été mis en culture en utilisant les conditions de culture autocrine. 2 
resp. 4 jours après la première incubation en présence de milieu autocrine, les cellules ont été 
traitées en présence de MβCD 7,5 mM pendant 1h. Ensuite, les cellules ont été lysées et les 
protéines contenues dans les lysats ont été séparées par SDS-PAGE et transférées sur une 
membrane PVDF par Western blot. Les protéines ERK1/2 phosphorylées ont été détectés 
dans les lysats par des anticorps spécifiques (phospho-ERK1/2) comme décrit dans la section 
Matériels & Méthodes. L’homogénéité du chargement du gel de polyacrylamide et du 
transfert a été vérifiée par la détection de ERK1/2. 

Afin de rechercher si l’activation du réce

l’activation de ERK lors d’une déplétion en cholestérol, nous avons incubé 

des kératinocytes en présence d’un inhibiteur de l’activité tyrosine kinase du 

 



Effets d’une déplétion en cholestérol sur la physiologie des kératinocytes 137 

récepteur de l’EGF et de MβCD. Dans des kératinocytes qui sont incubés en 

présence de milieu autocrine depuis 2 jours, un pré-traitement par le 

PD153035 500 nM pendant 30 min et un traitement par le PD153035 et la 

MβCD 7,5 mM pendant 1h résulte en une quantité diminuée de ERK1/2 

phosphorylée par rapport aux cellules traitées uniquement par la MβCD (fig. 

2-12). Ce résultat suggère qu’une déplétion en cholestérol peut induire 

l’activation de ERK1/2 dans les kératinocytes par l’intermédiaire de 

l’activation du récepteur de l’EGF. 

Fig. 2-12 : Effets 
d’une inhibition de 
l’activité tyrosine 
kinase du récepteur de 
l’EGF parallèlement à 
une déplétion en 
cholestérol sur la quantit
kératinocytes 2 jours après avoir mis les cellules en présence de milieu 
autocrine. 
Des kératinoc
jours après la

PD153035

é de ERK1/2 phosphorylée présente dans les 

ytes ont été mis en culture en utilisant les conditions de culture autocrine. 2 
 première incubation en présence de milieu autocrine, les cellules ont été traitées 

 s’il existe une relation entre 

MβCD -
-

+
-

-
+

+
+

phospho-ERK1/2
ERK1/2

en présence de MβCD 7,5 mM pendant 1h. D’autres cellules ont été incubées en présence 
PD153035 500 nM pendant 90 min ou en présence de PD153035 pendant 30 min et en 
présence de PD153035 et de MβCD pendant 60 min. Ensuite, les cellules ont été lysées et les 
protéines contenues dans les lysats ont été séparées par SDS-PAGE et transférées sur une 
membrane PVDF par Western blot. Les protéines ERK1/2 phosphorylées ont été détectés 
dans les lysats par des anticorps spécifiques (phospho-ERK1/2) comme décrit dans la section 
Matériels & Méthodes. L’homogénéité du chargement du gel de polyacrylamide et du 
transfert a été vérifiée par la détection de ERK1/2. 

Ensuite, nous avons voulu déterminer

l’activation du récepteur de l’EGF et l’altération de l’expression de la 

kératine 10 et de l’involucrine suite à une déplétion en cholestérol. Cette 

hypothèse a été testée en inhibant l’activité tyrosine kinase du récepteur de 

l’EGF avant de dépléter les kératinocytes en cholestérol et d’analyser 

l’expression génique de la kératine 10 et de l’involucrine. Des kératinocytes 

confluents ont dès lors été incubés pendant 30 min en présence de PD153035 
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500 nM avant de les traiter pendant 1h à la MβCD 7,5 mM et pendant 17h à 

la lovastatine 10 μM. La fig. 2-13 montre que ce traitement résulte en une 

répression de l’expression de la kératine 10 et une induction de l’expression 

de l’involucrine similaire aux effets d’un traitement par la MβCD et la 

lovastatine. Ce résultat suggère donc que l’activation du récepteur de l’EGF 

n’est pas responsable de l’altération de l’expression de la kératine 10 et de 

l’involucrine suite à une déplétion des kératinocytes en cholestérol. 

Fig. 2-13 : Effets d’une inhibition de l’activité 
tyrosine kinase du récepteur de l’EGF 
parallèlement à une déplétion en cholestérol sur 
l’expression de la kératine 14, de la kératine 10 et 
de l’involucrine par les kératinocytes à 
confluence. 
Des cultures confluentes de kératinocytes ont été incubées en 

its des cellules et transférés sur 
e de manière séquentielle avec 

R3 par une 
d

Comme le récepteur de l’EGF ne paraît pas être impliqué dans la régulation 

présence de MβCD 7,5 mM pendant 1h et en présence de 
lovastatine 10 μM pendant 17h (MbCD/lova.). D’autres 
cultures ont été incubées en présence de PD153035 500 nM 
pendant 18h (PD153035) ou pendant 30 min avant d’être incu
de lovastatine. Après les traitements, les ARNm ont été extra
une membrane par Northern blot. La membrane a été hybridé
des sondes d’ADNc marquées au 

bées en présence de MβCD et 

32P spécifiques des ARNm des kératines K14 et K10 et de 
l’involucrine. L’exposition de la membrane à un écran de stockage au phosphore et la 
révélation de l’écran au moyen d’un appareil Cyclone™ (Packard) ont permis d’analyser 
l’expression génique de ces protéines. L’hybridation de la membrane avec la sonde d’ADNc 
spécifique de 36B4 donne des indications sur les quantités totales d’ARN poly-A déposées sur 
le gel et transférées sur la membrane. 

2.4.3 Activation de HER2, mais pas de HE
éplétion en cholestérol 

de l’expression de la kératine 10 ou de l’involucrine suite à une déplétion des 

kératinocytes en cholestérol, d’autres protéines de signalisation sont peut-

être activées lors de ce traitement et affectent l’expression de ces marqueurs 

de différenciation. Parmi la famille des récepteurs HER, les protéines HER2 

et HER3 participent à la régulation de la différenciation des kératinocytes 

(De Potter et al., 2001; Stoll et al., 2001; Piepkorn et al., 2003). Plus 
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précisément, l’activation de HER3 et de HER2 par un traitement avec 

l’heréguline β induit une cascade de transduction du signal qui aboutit à la 

diminution de l’expression de la kératine 10 dans des kératinocytes 

confluents (De Potter et al., 2001). Une déplétion en cholestérol pourrait dès 

lors résulter en l’activation de HER3 et de HER2 et réduire l’expression de 

la kératine 10 par l’intermédaire de ces récepteurs. Afin d’investiguer cette 

hypothèse, nous avons analysé les effets d’une déplétion en cholestérol sur 

les quantités de HER3 phosphorylé et de HER2 phosphorylé détectables 

dans les kératinocytes. Comme le montre la fig. 2-14A, un traitement par la 

MβCD 7,5 mM pendant 1h n’affecte pas la quantité de HER3 phosphorylé 

détectable dans des kératinocytes confluents par rapport à la faible quantité 

détectable dans les cellules non traitées. A l’inverse, un traitement par 100 

ng/ml de heréguline β (HRGβ) est capable d’induire une augmentation 

importante de la quantité de HER3 phosphorylé.  

Fig. 2-14 : Effets d’une déplétion en cholestérol sur la quantité de HER3 

ératinocytes ont été incubées pendant 1h en présence de 
β β

phosphorylé (A) ou de HER2 phosphorylé (B) présente dans les 
kératinocytes à confluence. 
(A) Des cultures confluentes de k
βM CD 7,5 mM ou en présence de 100 ng/ml d’heréguline  (HRG ). Ensuite, les cellules ont 

été lysées et HER3 a été isolé à partir des lysats par immunoprécipitation (IP) comme décrit 
dans Matériels et Méthodes. Les protéines immunoprécipitées ont été séparées par migration 
dans SDS-PAGE et ont été transférées sur une membrane de PVDF par Western blot. HER3 
phosphorylé a été révélé par immunodétection avec des anticorps spécifiques de résidus 
phosphotyrosine (WB pTyr)  comme décrit dans Matériels et Méthodes. Les complexes 
immuns sont détachés de la membrane par une incubation avec un tampon de stripping (Re-
Blot, Chemicon) et HER3 est révélé par une immunodétection en utilisant des anticorps 
spécifiques de HER3 (WB HER3) pour estimer la quantité totale d’HER3 immunoprécipité. 
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(B) Des cultures confluentes de kératinocytes ont été incubées en présence de MβCD 7,5 mM 
pendant 1h, en présence de 10 ng/ml EGF pendant 10 min ou en présence de MβCD 7,5 mM 

cytes sont incubés pendant 1h en présence de 

L’activité tyrosine kinase de HER2 peut être inhibée spécifiquement par la 

complexée au cholestérol pendant 1h. Ensuite, les cellules ont été lysées et les protéines 
contenues dans les lysats ont été séparées par SDS-PAGE et transférées sur une membrane de 
PVDF par Western blot. Les récepteurs HER2 phosphorylés ont été détectés dans les lysats 
par des anticorps spécifiques (phospho-HER2) comme décrit dans la section Matériels & 
Méthodes. L’homogénéité du chargement du gel de polyacrylamide et du transfert a été 
vérifiée par la détection de ERK1/2. 

Cependant, lorsque les kératino

MβCD 7,5 mM, la quantité de HER2 phosphorylé est augmentée par rapport 

à la quantité détectable dans les cellules non traitées (fig. 2-14B). Notons 

que la quantité de HER2 phosphorylé induite par un traitement par la MβCD 

est moins importante que la quantité détectée après une incubation en 

présence de 10 ng/ml EGF. L’augmentation de la quantité de HER2 

phosphorylé suite à un traitement par la MβCD est liée à une extraction de 

cholestérol puisqu’une telle augmentation n’est pas détectable dans des 

cellules incubées en présence de MβCD complexée au cholestérol. Nos 

résultats indiquent donc qu’une déplétion en cholestérol augmente la 

phosphorylation de HER2, mais n’affecte pas la phosphorylation de HER3 

dans les kératinocytes confluents. Il est par conséquent probable que HER3 

n’intervienne pas dans l’altération de l’expression de la kératine induite par 

une déplétion en cholestérol, mais il est possible que HER2 intervienne dans 

ce phénomène. 

molécule AG825 (Levitzki & Gazit, 1995). Afin d’analyser le mécanisme 

par lequel une déplétion en cholestérol active HER2, nous avons incubé des 

kératinocytes pendant 30 min en présence d’AG825 5 μM et pendant 1h en 

présence de MβCD 7,5 mM. Comme le montre la fig. 2-15, ce traitement 

résulte en une augmentation de la quantité de HER2 phosphorylé 

comparable à la quantité détectée dans des cellules traitées exclusivement 
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pendant 1h à la MβCD 7,5 mM. Ce résultat indique qu’une déplétion en 

cholestérol n’induit pas l’autophosphorylation de HER2. Il est dès lors 

probable que HER2 soit affecté par une autre protéine kinase lors d’une 

déplétion en cholestérol. 

Fig. 2-15 : Effets 
d’une inhibition de 
l’activité tyrosine 
kinase de HER2 
parallèlement à 
une déplétion en 
cholestérol sur la 
quantité de HER2 
phosphorylé. 
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Des cultures confluentes de kératinocytes ont été incubées pendant 30 min en présence 
d’AG825 5 μM avant d’être incubées pendant 1h en présence de MβCD 7,5 mM. Ensuite, les 
cellules ont été lysées et les protéines contenues dans les lysats ont été séparées par SDS-
PAGE et transférées sur une membrane PVDF par Western blot. Les récepteurs HER2 
phosphorylés ont été détectés dans les lysats par des anticorps spécifiques (phospho-HER2) 
comme décrit dans la section Matériels & Méthodes. L’homogénéité du chargement du gel de 
polyacrylamide et du transfert a été vérifiée par la détection de ERK1/2. 

Le récepteur de l’EGF est un récepteur à activité tyrosine kinase qui peut 

subir une hétérodimérisation avec HER2 suivi d’une transphosphorylation, 

par exemple suite à une incubation de kératinocytes immortalisés de la 

lignée HaCaT en présence d’EGF (Marques et al., 1999). Nous avons montré 

qu’une déplétion en cholestérol induit une certaine activation du récepteur de 

l’EGF dans les kératinocytes (fig. 2-9). Il est par conséquent possible qu’une 

déplétion en cholestérol active le récepteur de l’EGF, qui à son tour recrute 

HER2 pour l’hétérodimérisation et la transphosphorylation. Afin d’examiner 

cette hypothèse, des kératinocytes ont été incubés pendant 30 min en 

présence de PD153035 500 nM (inhibiteur de l’activité tyrosine kinase du 

récepteur de l’EGF), puis pendant 1h en présence de MβCD 7,5 mM pour 

extraire le cholestérol membranaire. Puisque ce traitement résulte en une 

quantité de HER2 phosphorylé similaire à la quantité détectable dans les 
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cellules non traitées (fig. 2-16), ce résultat suggère qu’une déplétion en 

cholestérol induit la phosphorylation de HER2 par l’intermédiaire du 

récepteur de l’EGF. 

Fig. 2-16 : 
Effets d’une 
inhibition de 
l’activité 
tyrosine kinase 
du récepteur de 
l’EGF sur la 
quantité de 
HER2 phosphorylé détectable suite à une déplétion en cholestérol. 

MβCD - + +-
PD153035 - + +-

phospho-HER2

ERK1/2

Des cultures confluentes de kératinocytes ont été incubées pendant 30 min en présence de 
PD153035 500 nM avant d’être incubées pendant 1h en présence de MβCD 7,5 mM. Ensuite, 
les cellules ont été lysées et les protéines contenues dans les lysats ont été séparées par SDS-
PAGE et transférées sur une membrane PVDF par Western blot. Les récepteurs HER2 
phosphorylés ont été détectés dans les lysats par des anticorps spécifiques (phospho-HER2) 
comme décrit dans la section Matériels & Méthodes. L’homogénéité du chargement du gel de 
polyacrylamide et du transfert a été vérifiée par la détection de ERK1/2. 

Puisqu’une déplétion en cholestérol active HER2 par l’intermédiaire du 

récepteur de l’EGF, et comme le récepteur de l’EGF n’intervient pas dans la 

répression de l’expression de la kératine 10 lors d’une déplétion en 

cholestérol, il est probable que HER2 n’intervienne pas non plus dans la 

régulation de l’expression de la kératine 10 dans ces conditions. 

2.5 Effets d’une déplétion en cholestérol sur l’état 
d’activation de la MAP kinase p38 

Récemment, Efimova et al. (2003) ont montré que l’expression de 

l’involucrine au cours de la différenciation tardive des kératinocytes 

épidermiques est régulée par p38. Il est donc possible qu’une déplétion des 

kératinocytes en cholestérol active p38 et induise l’expression de 

l’involucrine. Pour étudier cette hypothèse, nous avons recherché les effets 

d’une déplétion en cholestérol sur la quantité de p38 phosphorylée présente 
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dans les kératinocytes à confluence. L’incubation pendant 1h en présence de 

MβCD 7,5 mM conduit à une augmentation importante de la quantité de p38 

phosphorylée (mais pas de ERK phosphorylée) par rapport à la quantité 

détectable dans les cellules non traitées (fig. 2-17). Ce résultat suggère donc 

qu’une déplétion en cholestérol induit l’activation de p38 dans les 

kératinocytes. Notons que l’augmentation de la quantité de p38 

phosphorylée suite à un traitement par la MβCD semble être effectivement 

liée à une extraction de cholestérol puisqu’une telle augmentation n’est pas 

détectée dans des cellules incubées en présence de MβCD complexée au 

cholestérol. Une incubation des kératinocytes pendant 10 min en présence de 

10 ng/ml d’EGF induit également une augmentation de la quantité de p38 

phosphorylée, ce qui est en accord avec les résultats publiés par Cheng 

(Cheng et al., 2002) et Huang (Huang et al., 2002). Cette augmentation est 

néanmoins plus faible que l’augmentation détectée suite à un traitement par 

la MβCD. Par contre, le traitement par l’EGF induit une augmentation 

importante de la quantité de ERK phosphorylée. 

Fig. 2-17 : Effets d’une déplétion 
en cholestérol sur la quantité de 
p38 phosphorylée présente dans 
les kératinocytes à confluence. 
Des cultures confluentes de kératinocytes 
ont été incubées en présence de MβCD 
7,5 mM pendant 1h, en présence de 10 
ng/ml EGF pendant 10 min ou en 
présence de MβCD 7,5 mM complexée au 
cholestérol pendant 1h. Ensuite, les 
cellules ont été lysées et les protéines 
contenues dans les lysats ont été séparées 
par SDS-PAGE et transférées sur une 
membrane de PVDF par Western blot. Les protéines p38 et ERK phosphorylées ont été 
détectées dans les lysats par des anticorps spécifiques (phospho-p38, phospho-ERK) comme 
décrit dans la section Matériels & Méthodes. L’homogénéité du chargement du gel de 
polyacrylamide et du transfert a été vérifiée par la détection de p38 et de ERK1/2. 
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L’activité protéine kinase de p38 peut être inhibée par la molécule 

PD169316 (Kummer et al., 1997). Afin de rechercher si l’activation de p38 

lors d’une déplétion en cholestérol fait intervenir une autoactivation de cette 

MAP kinase, nous avons incubé des kératinocytes en présence de PD169316 

15 μM pendant 30 min avant de mettre les cellules en présence de MβCD 

7,5 mM et de PD169316 pendant 1h. Comme le montre la fig. 2-18, 

l’inhibition de p38 perturbe l’induction de la phosphorylation de p38 par le 

traitement par la MβCD, suggérant que l’activation de p38 par une déplétion 

en cholestérol implique l’autoactivation de p38. 

Fig. 2-18 : Effets d’une 
inhibition de l’activité 
protéine kinase de p38 
sur la quantité de p38 
phosphorylée présente 
dans les kératinocytes à 
confluence après une 
déplétion en cholestérol.  

MβCD
PD169316

-
-

+
+-
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+
+

phospho-p38

ERK
phospho-ERK
p38

Des cultures confluentes de kératinocytes ont été incubées en présence de MβCD 7,5 mM 
pendant 1h ou en présence de PD169316 15 μM pendant 90 min. D’autres cultures ont été 
incubées pendant 30 min en présence de PD169316 et en présence de PD169316 et de MβCD 
pendant 1h. Ensuite, les cellules ont été lysées et les protéines contenues dans les lysats ont 
été séparées par SDS-PAGE et transférées sur une membrane de PVDF par Western blot. Les 
protéines p38 phosphorylées et ERK phosphorylées ont été détectées dans les lysats par des 
anticorps spécifiques (phospho-p38, phospho-ERK) comme décrit dans la section Matériels & 
Méthodes. L’homogénéité du chargement du gel de polyacrylamide et du transfert a été 
vérifiée par la détection de p38 et de ERK1/2. 

Nous avons montré dans la fig. 2-5 qu’une déplétion en cholestérol 

prolongée affecte l’expression de l’involucrine par les kératinocytes. Afin de 

rechercher si un tel traitement affecte également le taux de phosphorylation 

de p38, nous avons incubé des kératinocytes pendant 1h en présence de 

MβCD 7,5 mM et pendant 17h en présence de lovastatine 10 μM avant 

d’analyser la quantité de p38 phosphorylée. Ce traitement induit un quantité 

élevée de p38 phosphorylée (mais pas de ERK phosphorylée) par rapport 

aux cellules non traitées (fig. 2-19). Signalons aussi que 17h après un 
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traitement par la MβCD sans présence de lovastatine, une augmentation du 

taux de p38 phosphorylé est détectable, tandis que ce taux n’est pas affecté 

par un traitement par la lovastatine pendant 17h. Ce résultat suggère qu’une 

déplétion en cholestérol induit une activation prolongée de p38. 

Fig. 2-19 : Effets d’une 
déplétion en cholestérol 
prolongée sur la quantité 
de p38 phosphorylée 
présente dans les 
kératinocytes à 
confluence. 
Des cultures confluentes de 
kératinocytes ont été incubées en présence de MβCD 7,5 mM pendant 1h, en présence de 
MβCD pendant 1h et en présence de lovastatine 10 μM pendant 17h ou en présence de 
lovastatine pendant 18h. Ensuite, les cellules ont été lysées et les protéines contenues dans les 
lysats ont été séparées par SDS-PAGE et transférées sur une membrane de PVDF par Western 
blot. Les protéines p38 phosphorylées et ERK phosphorylées ont été détectées dans les lysats 
par des anticorps spécifiques (phospho-p38, phospho-ERK) comme décrit dans la section 
Matériels & Méthodes. L’homogénéité du chargement du gel de polyacrylamide et du 
transfert a été vérifiée par la détection de p38 et de ERK1/2. 

Afin d’identifier les isoformes de p38 activées, nous avons analysé l’effet 

d’une déplétion en cholestérol sur la phosphorylation de p38α, de p38β et de 

p38δ. L’incubation de kératinocytes en présence de MβCD 7,5 mM pendant 

1h et de lovastatine 10 μM pendant 17h induit une faible augmentation la 

phosphorylation de p38α sans affecter la phosphorylation de p38β ou de 

p38δ (fig. 2-20). De manière similaire à des observations publiées par 

Efimova et al. (2002), le traitement par 10 ng/ml de TPA pendant 18h induit 

par contre de façon évidente la phosphorylation de p38δ. 
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Fig. 2-20 : Effets d’une déplétion en cholestérol sur la quantité de p38α 
phosphorylée, de p38β phosphorylée et de p38δ phosphorylée présente dans 
les kératinocytes. 
Des cultures confluentes de kératinocytes ont été incubées en présence de MβCD 7,5 mM 
pendant 1h et en présence de lovastatine 10 μM pendant 17h, ou en présence de 10 ng/ml de 
TPA pendant 18h. Ensuite, les cellules ont été lysées et p38α, p38β ou p38δ a été isolé à 
partir des lysats par immunoprécipitation (IP) comme décrit dans Matériels et Méthodes. Les 
protéines immunoprécipitées ont été séparées par migration dans SDS-PAGE et ont été 
transférées sur une membrane de PVDF par Western blot. Les protéines p38α phosphorylées, 
p38β phosphorylées ou p38δ phosphorylées ont été révélées par immunodétection avec des 
anticorps spécifiques de p38 phosphorylée (WB phospho-p38)  comme décrit dans Matériels 
et Méthodes. Les complexes immuns ont ensuite été détachés de la membrane par une 
incubation avec un tampon de stripping (Re-Blot, Chemicon) et p38α, p38β ou p38δ ont été 
révélées par une immunodétection en utilisant des anticorps spécifiques de ces protéines (WB 
p38α, WB p38β ou WB p38δ) pour estimer la quantité totale de p38α, de p38β ou de p38δ 
immunoprécipitée. 

Ensuite, nous avons recherché si une déplétion en cholestérol résulte en une 

augmentation de l’expression de l’involucrine par l’intermédiaire d’une 

activation de p38. Pour ce faire, nous avons analysé l’effet d’une déplétion 

en cholestérol sur l’expression de l’involucrine lors d’une inhibition de 

l’activité protéine kinase de p38. Des kératinocytes ont été incubés en 

présence de PD169316 15 μM pendant 30 min, puis ont été traités avec la 

MβCD 7,5 mM pendant 1h et avec la lovastatine 10 μM pendant 17h 

toujours en présence de PD169316. Ce traitement ne résulte qu’en une 

induction de l’expression de l’involucrine qui est très faible par rapport à 

l’effet d’un traitement par la MβCD et la lovastatine seules (fig. 2-21), ce qui 

suggère que l’activité kinase de p38 a une importance majeure dans 
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l’induction de l’expression de l’involucrine par une déplétion en cholestérol. 

Cependant, une déplétion en cholestérol induit même une diminution de 

l’expression de la kératine 14 et de la kératine 10 lorsque l’activité protéine 

kinase de p38 est inhibée, suggérant l’intervention de protéines de 

signalisation autres que p38 dans la régulation de l’expression de ces gènes 

lors d’une déplétion en cholestérol. Notons pourtant qu’une incubation en 

présence de PD169316 induit une diminution de l’expression de la kératine 

10, ce qui pourrait indiquer que p38 est impliquée dans la régulation de 

l’expression constitutive de cette kératine dans les kératinocytes. 
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Fig. 2-21 : Effets d’une 
inhibition de l’activité 
tyrosine kinase sur 
l’expression de la 
kératine 14, de la 
kératine 10 et de 
l’involucrine par des 
kératinocytes qui ont subi 
une déplétion en 
cholestérol.  
Des cultures confluentes de 
kératinocytes ont été incubées 
en présence de MβCD 7,5 
mM pendant 1h et en présence 
de lovastatine 10 μM pendant 
17h (MβCD/lova.). D’autres 
cultures ont été incubées en 
présence de PD169316 15 μM 
pendant 18h (PD169316) ou 
pendant 30 min avant d’être 
incubées en présence de 
MβCD et de lovastatine. 
D’autres cultures ont été 
incubées en présence de 10 
ng/ml de TPA pendant 18h ou 
pendant 30 min en présence 
de PD169316 15 μM avant 
d’être incubées en présence de 
TPA. Après les traitements, 
les ARNm ont été extraits des 
cellules et transférés sur une 
membrane par Northern blot. 
La membrane a été hybridée 
de manière séquentielle avec 
des sondes d’ADNc marquées 
au 32P spécifiques des ARNm 
des kératines K14 et K10 et 
de l’involucrine. L’exposition 
de la membrane à un écran de stockage au phosphore et la révélation de l’écran au moyen 
d’un appareil Cyclone™ (Packard) ont permis d’analyser l’expression génique de ces 
protéines. L’hybridation de la membrane avec la sonde d’ADNc spécifique de 36B4 donne 
des indications sur les quantités totales d’ARN poly-A déposées sur le gel et transférées sur la 
membrane. L’expression génique de la kératine 14, de la kératine 10, de l’involucrine et de 
36B4 a été quantifiée en utilisant le programme OptiQuant (Packard). L’expression de la 
kératine 14, de la kératine 10 et de l’involucrine relative à l’expression de 36B4 a été fixée 
arbitrairement à 1 dans l’échantillon contrôle. 
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La molécule PD169316 appartient à la famille des inhibiteurs possédant une 

structure pyridinyl imidazole (Young et al., 1997) et a été suggérée comme 

étant un inhibiteur spécifique de p38α et de p38β (Eckert et al., 2003; 

Hendrickx et al., 2003). L’observation que la présence de PD169316 inhibe 

l’induction de l’expression de l’involucrine lors d’une déplétion en 

cholestérol (cf. ci-dessus) suggère dès lors l’implication de p38α et/ou de 

p38β dans ce phénomène. 

Il a été suggéré que PD169316 n’inhibe que p38α et p38β (Eckert et al., 

2003). Un traitement de kératinocytes par le TPA induit une augmentation 

de l’expression de l’involucrine qui n’est pas inhibée par le SB203580, un 

autre inhibiteur de p38α et de p38β (Efimova et al., 1998; Efimova et al., 

2002). Des observations supplémentaires réalisées par Efimova et al. (1998, 

2002) ont permis d’attribuer un rôle majeur de p38δ dans cet effet du TPA. 

Nous avons vérifié l’effet d’un traitement par le TPA et observons en effet 

une induction de l’expression de l’involucrine (fig. 2-21B). La présence de 

PD169316 n’inhibe que faiblement cet effet du TPA, suggèrant que 

PD169316 n’exerce qu’un faible effet inhibiteur sur p38δ (fig. 2-21B). Par 

contre, comme la présence de PD169316 exerce une inhibition importante de 

l’induction de l’expression de l’involucrine lors d’une déplétion en 

cholestérol (fig. 2-21A), ce traitement implique probablement p38α ou p38β. 

Comme la fig. 3-20 montre qu’une déplétion en cholestérol induit la 

phosphorylation de p38α, mais pas de p38β ou de p38δ, il est probable que 

l’activation de p38α soit responsable de l’altération de l’expression de 

l’involucrine lors de ce traitement. 

La culture de kératinocytes en suspension induit la perte de l’adhérence des 

cellules à la matrice extracellulaire, ce qui provoque leur différenciation, 

détectable entre autres par une induction de l’expression de l’involucrine 
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(Focroul, 2003; McMullan et al., 2003). L’induction de l’expression de 

l’involucrine par une déplétion en cholestérol pourrait dès lors être lié à un 

effet de ce traitement sur l’adhérence des kératinocytes à la matrice 

extracellulaire. Pour analyser cette possibilité, nous avons observé en 

microscopie à contraste de phase des kératinocytes soumis à une incubation 

en présence de MβCD 7,5 mM pendant 1h et de lovastatine 10 μM pendant 

17h. Comparé aux cellules non traitées qui montrent une morphologie aplatie 

et étroitement jointive (fig. 2-22a), les cellules déplétées en cholestérol 

montrent une morphologie altérée (fig. 2-22b). Ce traitement semble en effet 

augmenter la réfringence des cellules et induire un aspect effilé, suggérant 

des remaniements du cytosquelette et/ou une perturbation de leur liaison au 

substrat de culture. 

Fig. 2-22 : Effet d’une 
déplétion en cholestérol 
sur la morphologie des 
kératinocytes. 
Des cultures confluentes de 
kératinocytes ont été incubées en 
présence de MβCD 7,5 mM 
pendant 1h et de lovastatine 10 
μM pendant 17h. Ensuite, les 
cultures ont été observées en 
utilisant un microscope à contraste de
appareil numérique Olympus (barre=20 μm). 

 phase inversé et ont été photographiées en utilisant un 

Afin d’investiguer le rôle du cholestérol au cours de la différenciation des 

3 Discussion 

kératinocytes épidermiques, nous avons étudié les effets d’une déplétion en 

cholestérol sur ce processus. Nos résultats obtenus en mesurant la 

concentration cellulaire en cholestérol et en marquant le cholestérol par la 

filipine montrent que l’incubation de kératinocytes en culture en présence de 

méthyl-β-cyclodextrine (MβCD) induit une légère déplétion en cholestérol 
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au niveau de la membrane plasmique. En accord avec nos résultats, une 

incubation en présence de MβCD a cet effet dans plusieurs autres types 

cellulaires, tels que les adipocytes (Parpal et al., 2001), les fibroblastes 

(Kilsdonk et al., 1995), les cellules endothéliales (Ilangumaran & Hoessli, 

1998; Park et al., 1998), neuronales (Shogomori & Futerman, 2001), 

musculaires lisses (Ushio-Fukai et al., 2001), ovariennes de hamster chinois 

(Subtil et al., 1999), HeLa, A431 et HEp2 (Roepstorff et al., 2002).  

Le traitement de kératinocytes par la MβCD induit un marquage 

intracellulaire périnucléaire de la filipine, qui peut traduire une certaine 

perméation de la membrane plasmique induite par la MβCD. La filipine, qui 

exhibe un faible poids moléculaire (654,8 g/mol) pourrait pénétrer dans les 

cellules, se lier au cholestérol intracellulaire, et induire ce marquage 

périnucléaire. Nous avons aussi observé qu’une déplétion en cholestérol 

médiée par un traitement par la MβCD exerce un léger effet cytotoxique 

signalé par la libération accrue d’activité adénylate kinase. Cet effet 

cytotoxique n’est apparemment pas accompagné par une formation 

significativement accrue de cellules apoptotiques, ce qui suggère qu’un 

traitement par la MβCD induit une légère perméation de la membrane 

plasmique, permettant la libération d’activité adénylate et l’entrée de filipine. 

Notons que le marquage intracellulaire de la filipine rappelle les résultats de 

McGookey et al., 1983, qui associe un tel marquage avec le cholestérol 

présent dans le système endolysosomal. 

L’incubation en présence de méthyl-β-cyclodextrine perturbe la 

structure des rafts lipidiques. Les rafts lipidiques, enrichis en cholestérol, 

sont des domaines particuliers de la membrane plasmique et constituent des 

plateformes de signalisation cellulaire (Simons & Toomre, 2000). Les rafts 

sont enrichis dans les kératinocytes qui constituent la population 
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amplificatrice transitoire située au niveau de la couche basale de l’épiderme 

(Gniadecki & Bang, 2003). Après prolifération, ces cellules amplificatrices 

transitoires se différencient rapidement pour exprimer la kératine 10 (Jensen 

et al., 1999), qui est exprimée dans les couches suprabasales de l’épiderme et 

associée à la différenciation précoce des kératinocytes (Fuchs, 1990). Un 

traitement par la MβCD détruit la structure des rafts lipidiques dans 

plusieurs types cellulaires (Hooper, 1999; Ostermeyer et al., 1999; 

Kabouridis et al., 2000) et les rafts lipidiques semblent jouer un rôle 

régulateur dans la différenciation des kératinocytes. Un traitement par la 

MβCD perturbe probablement la structure des rafts lipidiques des 

kératinocytes, altère la signalisation cellulaire et altère ainsi l’expression de 

gènes dont les produits sont associés avec la différenciation. 

Hétérogénéité des kératinocytes présents dans les cultures confluentes au 

niveau de l’intensité du marquage des rafts lipidiques. Comme nous ne 

disposons pas d’informations concernant la présence de rafts lipidiques dans 

les kératinocytes en culture autocrine, nous avons visualisé les rafts dans les 

kératinocytes en utilisant un marquage avec la sous-unité B de la toxine 

cholérique couplée à un fluorochrome (Harder et al., 1998). Nous avons 

analysé l’intensité d’un marquage avec cette molécule observé dans des 

cultures confluentes de kératinocytes et nos résultats indiquent que ces 

cultures sont constituées par une population minoritaire de kératinocytes 

riches en rafts lipidiques et une population majoritaire pauvre en rafts. 

Gniadecki & Bang (2003) ont suggéré que les cellules transitoires 

amplificatrices, qui dérivent des cellules souches épidermiques et montrent 

une capacité mitotique élevée (Niemann & Watt, 2002; Watt, 2002b), 

seraient enrichies en rafts lipidiques. Dans nos conditions de culture, les 

kératinocytes enrichis en rafts pourraient donc correspondre à des cellules de 

ce type. En conditions de culture autocrine, les cultures sous-confluentes de 
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kératinocytes exhibent un taux de prolifération important (Poumay & 

Pittelkow, 1995), typique de cellules transitoires amplificatrices (Watt, 

2002b), qui diminue fortement vers l’atteinte de la confluence. La 

confluence des cultures détermine le recrutement massif des kératinocytes 

vers la différenciation terminale (Poumay & Pittelkow, 1995). Il est 

cependant possible que les cultures confluentes contiennent une population 

minoritaire de cellules transitoires amplificatrices, détectées par un 

marquage intense des rafts, à côté de la population majoritaire des 

kératinocytes en arrêt de croissance, recrutés pour la différenciation et 

pauvres en rafts lipidiques. 

L’incubation en présence de méthyl-β-cyclodextrine altère la structure des 

rafts lipidiques dans les kératinocytes. Ensuite, nous avons étudié les effets 

d’un traitement par la MβCD sur les rafts lipidiques des kératinocytes. Les 

rafts isolés n’ont pas pu être visualisés parce que le pouvoir de résolution du 

microscope optique est trop faible. La formation d’agrégats de rafts médiée 

par une incubation à 12°C en présence de sous-unité B de la toxine 

cholérique couplée à un fluorochrome nous a néanmoins permis d’observer 

que les agrégats de rafts formés après un traitement par la MβCD ont un 

aspect différent des rafts formés dans des cellules non traitées. Ce résultat 

montre qu’une extraction de cholestérol perturbe la formation d’agrégats de 

rafts dans les kératinocytes. En accord avec nos résultats, une extraction de 

cholestérol par un traitement par la MβCD perturbe la structure des rafts 

marqués par la toxine cholérique fluorescente dans des cellules COS-7 

(Nichols, 2003) et des cellules épithéliales (Wolf et al., 2002). Cette 

perturbation se manifesterait, entre autres, par des altérations au niveau de la 

signalisation intracellulaire provenant des rafts. Dans les kératinocytes, nous 

avons dès lors émis l’hypothèse que la perturbation de la structure des rafts 
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par la MβCD induit des perturbations de la signalisation intracellulaire qui 

altèrent le phénotype des kératinocytes traités. 

Effets d’une incubation en présence de méthyl-β-cyclodextrine sur la 

différenciation des kératinocytes. Afin d’investiguer le rôle du cholestérol 

au cours de la différenciation des kératinocytes épidermiques, nous avons 

étudié les effets d’une déplétion en cholestérol sur l’expression génique de 

marqueurs de différenciation. L’incubation des kératinocytes en présence de 

MβCD et de lovastatine exerce une faible cytotoxicité sur les kératinocytes 

mais n’induit pas la mort cellulaire par apoptose. Etant conscient de la 

possibilité d’une induction de la mort cellulaire par un autre mécanisme 

(comme la nécrose), ce traitement nous a paru adéquat pour analyser les 

effets d’une déplétion en cholestérol sur le processus de différenciation des 

kératinocytes. 

L’incubation en présence de méthyl-β-cyclodextrine altère l’expression de 

protéines associées avec la différenciation. Notre travail montre qu’une 

déplétion en cholestérol résulte en une diminution de l’expression de la 

kératine 14 et de la kératine 10 et une augmentation de l’expression de 

l’involucrine dans des cultures confluentes de kératinocytes, c’est-à-dire 

dans des cellules recrutées pour les étapes précoces de la différenciation 

(Poumay & Pittelkow, 1995). Ces résultats ont suggéré que le cholestérol est 

un élément régulateur de l’expression de ces gènes. Comme nous n’avons 

pas disposé d’informations sur le mécanisme par lequel le cholestérol joue ce 

rôle, nous avons émis l’hypothèse que le cholestérol est lié à une ou 

plusieurs cascades de transduction du signal qui, lors d’une déplétion en 

cholestérol, sont activées et modifient l’expression de la kératine 14, la 

kératine 10 et l’involucrine. 
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L’incubation en présence de méthyl-β-cyclodextrine active des protéines de 

signalisation qui régulent la différenciation. L’activation du récepteur de 

l’EGF par un traitement avec l’EGF affecte l’expression de la kératine 10 et 

de l’involucrine dans les kératinocytes (Poumay & Pittelkow, 1995). 

L’expression de ces gènes est également altérée lors d’une déplétion en 

cholestérol. Nos résultats montrent qu’une incubation en présence de MβCD 

induit la phosphorylation du récepteur de l’EGF dans les kératinocytes. Un 

traitement par la MβCD induit également la phosphorylation de ce récepteur 

dans les cellules 3T3 ou COS-1 (Chen & Resh, 2002; Pike & Casey, 2002). 

Il est bien établi que l’activation du récepteur de l’EGF induit l’activation de 

la MAP kinase ERK (Schlessinger, 2000). Nos résultats montrent que les 

kératinocytes exhibent des quantités variables de ERK phosphorylée au 

cours de leur différenciation en conditions de culture autocrine. Une 

explication serait que la phosphorylation accrue de ERK détectée juste après 

la mise en conditions de culture autocrine pourrait être liée aux facteurs de 

croissance présents dans le milieu de culture complet qui a servi pour 

démarrer les cultures et qui contient notamment de l’EGF. La 

phosphorylation de ERK diminue ensuite vu l’absence de facteur exogène 

pour réaugmenter aux alentours de la confluence des cultures. Suite à la mise 

en présence de milieu autocrine ne contenant aucun facteur exogène, les 

kératinocytes produisent en effet des facteurs de croissance autocrines 

comme l’amphiréguline ou le transforming growth factor (TGF) α qui se 

lient au récepteur de l’EGF (Cook et al., 1991b; Pittelkow et al., 1993). ERK 

pourrait dès lors être moins activée avant la sécrétion de ces facteurs et la 

stimulation du récepteur de l’EGF par ces facteurs, ce qui pourrait résulter en 

une réactivation de ERK qui augmente jusqu’à la confluence de la culture. 

Signalons que ERK montre un taux d’activation élevé dans des kératinocytes 

incubés en présence de milieu de culture EpiLife® ne contenant pas de 
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facteurs de croissance exogènes (Iordanov et al., 2002). Iordanov et al. ont 

suggéré que cette activation de ERK résulte d’une stimulation auto- ou 

paracrine du récepteur de l’EGF, ce qui est en accord avec notre hypothèse. 

Dans les kératinocytes qui exhibent une moindre phosphorylation de ERK, 

un traitement par la MβCD induit une augmentation de la phosphorylation 

de cette MAP kinase, tandis que ce traitement n’affecte pas la 

phosphorylation de ERK dans les kératinocytes confluents. Comme la 

phosphorylation de ERK est élevée dans les kératinocytes ayant ce 

phénotype, le mécanisme par lequel un traitement avec la MβCD affecte la 

phosphorylation de ERK pourrait ne pas être assez puissant pour augmenter 

davantage cette phosphorylation. Signalons qu’en accord avec nos résultats, 

un traitement par la MβCD induit l’activation de ERK dans des cellules Rat-

1 (Furuchi & Anderson, 1998) et CHO-1 (Chen & Resh, 2001). Lors d’un 

traitement de kératinocytes par la MβCD, l’activation du récepteur de l’EGF 

est responsable de l’activation de ERK. De façon similaire, ce traitement 

active le récepteur de l’EGF et ERK dans les cellules CHO-1 (Chen & Resh, 

2002). 

Dans les kératinocytes, le mécanisme par lequel un traitement par la MβCD 

active le récepteur de l’EGF demeure inconnu, mais la littérature donne 

quelques pistes sur ce mécanisme. Au lieu d’interactions directes entre le 

cholestérol et le récepteur de l’EGF, le cholestérol semble influencer la 

fonction de ce récepteur par les effets que le cholestérol exerce sur les 

propriétés de la membrane plasmique (Westover et al., 2003). La 

phosphorylation du récepteur de l’EGF serait influencée par la localisation 

de ce récepteur au sein de rafts lipidiques (Pike & Casey, 2002; Ringerike et 

al., 2002; Roepstorff et al., 2002) : ces rafts lipidiques sont désorganisés par 

un traitement avec la MβCD (Hooper, 1999; Ostermeyer et al., 1999; 
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Kabouridis et al., 2000), ce qui résulte en une activation du récepteur de 

l’EGF (Chen & Resh, 2002; Pike & Casey, 2002; Ringerike et al., 2002). La 

membrane plasmique des kératinocytes exhibe des rafts lipidiques 

(Gniadecki et al., 2002). Dans les kératinocytes, un traitement par la MβCD 

pourrait dès lors désorganiser ces rafts et activer le récepteur de l’EGF. 

Comme nous avons montré qu’un traitement par la MβCD induit l’activation 

de HER2 par l’intermédiaire de l’activité tyrosine kinase du récepteur de 

l’EGF, cette disruption des rafts pourrait induire l’activation du récepteur de 

l’EGF et la transactivation de HER2 par le récepteur de l’EGF. Comme un 

traitement par la MβCD n’affecte pas la phosphorylation de HER3, le 

mécanisme d’activation (c’est-à-dire l’hétérodimérisation) de ce récepteur 

semble être indépendant du cholestérol membranaire et des rafts lipidiques. 

La signalisation à partir du récepteur de l’EGF n’intervient pas dans 

l’altération induite par la MβCD de l’expression des gènes associés avec la 

différenciation. Nous avons recherché si le traitement par la MβCD altère 

l’expression de la kératine 10 ou de l’involucrine par l’intermédiaire du 

récepteur de l’EGF. Cependant, l’inhibition de l’activité tyrosine kinase de 

ce récepteur n’empêche pas cette altération. Ce résultat suggère que la 

signalisation à partir du récepteur de l’EGF n’est pas impliquée dans ce 

phénomène, ce qui est à l’opposé d’autres observations où l’activation du 

récepteur de l’EGF perturbe l’expression de ces gènes, notamment lors d’un 

traitement par l’EGF (Poumay & Pittelkow, 1995 et résultats non publiés ; 

Peus et al., 1997 ; Wakita et al., 1999). 

Activation de p38 et altération de l’expression de l’involucrine par 

l’intermédiaire de l’activation de p38. Comme le récepteur de l’EGF ne 

semble pas être impliqué dans l’altération de l’expression de la kératine 10 
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ou de l’involucrine, nous avons tourné notre attention vers d’autres protéines 

de signalisation qui pourraient être impliquées dans ce phénomène. Les 

MAP kinases p38 peuvent induire une augmentation de l’expression de 

l’involucrine dans les kératinocytes, en particulier p38α et p38δ (Dashti et 

al., 2001 ; Efimova et al., 2002 ; Efimova et al., 2003). Nos résultats 

montrent qu’un traitement par la MβCD induit la phosphorylation prolongée 

de p38. De plus, toujours lors d’un traitement par la MβCD, l’inhibition de 

l’activité protéine kinase de p38 perturbe l’induction de l’expression de 

l’involucrine, ce qui suggère que le traitement par la MβCD induit 

l’expression de l’involucrine par l’intermédiaire de p38. Nous avons observé 

qu’un traitement par la MβCD induit la phosphorylation de p38α. De plus, 

l’augmentation de l’expression de l’involucrin induite par le traitement avec 

la MβCD est inhibée par la présence de PD169316. Or, cette molécule 

n’inhibe pas l’augmentation de l’expression de l’involucrine induite par un 

traitement avec le TPA, qui exerce cet effet en activant p38δ (Efimova et al., 

2002 ; Efimova et al., 2003). Il est dès lors probable qu’une déplétion en 

cholestérol n’altère pas l’expression de l’involucrine par l’intermédiaire de 

p38δ, mais plutôt par p38α, qui est activée par ce traitement et inhibée par la 

présence de PD169316 (Hendrickx et al., 2003). 

Protéines éventuellement impliquées dans l’activation de p38 et l’altération 

de l’expression de l’involucrine lors d’une déplétion en cholestérol. 

Actuellement, nous ne disposons pas d’informations concernant le 

mécanisme par lequel un traitement par la MβCD peut induire la 

phosphorylation de p38 dans les kératinocytes. En réponse à un choc 

hyperosmotique, p38 est phosphorylée dans les kératinocytes par 

l’intermédiaire de GTPases Rho (Cheng et al., 2002). Des observations 

récentes montrent qu’un choc hyperosmotique active p38 par l’intermédiaire 
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d’une cascade Rac (qui fait partie de la famille des GTPases Rho)-MEKK3-

MEK3 (Uhlik et al., 2003). Dans les fibroblastes, l’efflux de cholestérol à 

partir de la membrane plasmique induit par l’apolipoprotéine A I résulte en 

une activation de la GTPase cdc42 (qui appartient à la famille des GTPases 

Rho), qui active p38 (Nofer et al., 2003). Dans les kératinocytes, l’activation 

de p38 induite par une déplétion en cholestérol membranaire pourrait dès 

lors résulter de l’activation de GTPases Rho. 

Nous avons observé que les kératinocytes déplétés en cholestérol montrent 

une morphologie altérée, suggérant que ce traitement induit des 

remanienements du cytosquelette et/ou des perturbations de l’adhérence des 

cellules au substrat de culture. L’adhérence des kératinocytes à la matrice 

extracellulaire est assurée par les intégrines β1 (contacts focaux) et α6β4 

(hémidesmosomes), et une perte d’adhérence des cellules provoque une 

internalisation de ces intégrines (Poumay et al., 1993; Poumay et al., 1994; 

Hotchin et al., 1995). Or, les intégrines informent la cellule sur leur état 

d’adhérence à la matrice extracellulaire par l’intermédiaire de la focal 

adhesion kinase (FAK) mais aussi de GTPases Rho. La signalisation 

dépendante des intégrines peut induire entre autres une réorganisation du 

cytosquelette (pour des revues, voir Sahai & Marshall, 2002; Schwartz & 

Ginsberg, 2002). Dans les kératinocytes, la signalisation dépendante de 

l’intégrine α6β4 passe par les rafts lipidiques (Gagnoux-Palacios et al., 

2003). Récemment, on a découvert que chez les fibroblastes, la destruction 

des rafts lipidiques par une déplétion en cholestérol perturbe la signalisation 

dépendante des intégrines β1 qui implique Rho (del Pozo et al., 2004). La 

signalisation dépendante des intégrines semble en effet contrôler l’activité de 

Rho par l’intermédiaire des rafts (Palazzo et al., 2004). 
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Les effets de la perte de l’adhérence des kératinocytes à la matrice 

extracellulaire peuvent être étudiés en plaçant les cellules en culture en 

suspension. Ce traitement induit leur différenciation, qui est détectable entre 

autres par une induction de l’expression de l’involucrine (Focroul, 2003; 

McMullan et al., 2003). McMullan et al. (2003) ont suggéré que lors de la 

mise en suspension, la GTPase RhoA et son effecteur Rho-associated kinase 

(ROCK) sont recrutées pour induire l’expression de l’involucrine. D’une 

manière similaire, RhoA et/ou ROCK pourraient être impliquées dans 

l’augmentation de l’expression de l’involucrine induite par une déplétion en 

cholestérol. Comme discuté ci-dessus, la littérature récente suggère qu’il 

existe une relation entre les rafts lipidiques, détruits par une déplétion en 

cholestérol, Rho et les intégrines. Dès lors, une déplétion en cholestérol des 

kératinocytes pourrait influencer la signalisation impliquant les rafts, Rho et 

les intégrines et altérer le phénotype des kératinocytes par l’intermédiaire de 

cette signalisation. 

Dans les kératinocytes, p38α et/ou p38β interviennent dans la réponse 

cellulaire à differents traitements stressants, comme par exemple l’irradiation 

par des rayons UVB, l’incubation en présence de peroxyde d’hydrogène, de 

TNFα (tumor necrosis factor α), d’interleukine 1β (Zhang et al., 2001) ou 

encore le choc osmotique (Garmyn et al., 2001). Il est dès lors possible que 

l’altération du phénotype des kératinocytes induite par une déplétion en 

cholestérol fasse partie d’une réaction de type réponse au stress cellulaire 

provoquée par ce traitement. 
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 Discussion générale et Perspectives 

1 L’exocytose des lysosomes induite par 
l’entrée d’ions calcium dans les kératinocytes 

Au cours de leur différenciation, les kératinocytes subissent une entrée 

d’ions calcium (Rice & Green, 1979; Michel & Demarchez, 1988), mais 

subissent également des microruptures mécaniques de la membrane 

plasmique chez chaque individu lorsqu’il se trouve en mouvement (McNeil 

& Ito, 1990). Dans plusieurs types cellulaires, ces microruptures induisent 

une entrée d’ions calcium et déclenchent de ce fait l’exocytose de lysosomes 

périphériques pour réparer la membrane (Miyake & McNeil, 1995; Togo et 

al., 1999; Reddy et al., 2001; Jaiswal et al., 2002). Par conséquent, nous 

avons émis l’hypothèse selon laquelle les kératinocytes sont également 

capables de répondre à une entrée d’ions calcium par une exocytose de 

lysosomes. Selon nos résultats, les kératinocytes libèrent des enzymes 

lysosomales solubles telles que la cathepsine C, la β-galactosidase ou la 

forme mature de la cathepsine D suite à une entrée d’ions calcium provoquée 

par l’ionophore ionomycine. Simultanément, cette libération s’accompagne 

d’une relocalisation des protéines lysosomales membranaires Lamp-1 et 

Lamp-2 vers la membrane plasmique, ajoutant une preuve supplémentaire de 

l’exocytose de lysosomes (fig. C-1). 
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Fig. C-1 : Représentation schématique des effets d’une entrée d’ions calcium 
sur le comportement de lysosomes dans les kératinocytes (ext=espace 
extracellulaire, cyt=cytoplasme). 

1.1 Le calcium et l’exocytose de lysosomes au cours 
de la différenciation épidermique 

Il existe un gradient d’ions calcium dans l’épiderme, qui exhibe une 

concentration faible en ions calcium dans les couches inférieures et une 

concentration plus élevée dans les couches supérieures. La concentration en 

ions calcium est la plus importante au niveau de la couche granuleuse 

(Menon et al., 1985; Mauro et al., 1998). A ce niveau, l’entrée d’ions 

calcium dans les cellules engendre l’activation de la transglutaminase 1, qui 

conjugue les composants de l’enveloppe cornée (Rice & Green, 1979; 

Michel & Demarchez, 1988). L’exocytose de lysosomes suite à une entrée 

d’ions calcium dans les kératinocytes pourrait donc être un phénomène 

concomitant avec la formation de l’enveloppe cornée. Toutefois, toute entrée 

de calcium dans une couche de kératinocytes vivants sera susceptible de 

déclencher une exocytose de lysosomes. 
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1.2 Fonctions éventuelles des enzymes lysosomales 
sécrétées lors de l’exocytose de lysosomes 

Nous ne disposons pas d’informations concernant des rôles extracellulaires 

éventuels de l’exopeptidase cathepsine C ou de la glycosidase β-

galactosidase. Notons cependant que des mutations dans le gène de la 

cathepsine C sont à l’origine d’une pathologie épidermique, le syndrome de 

Papillon-Lefèvre (Lefevre et al., 2001; Nakano et al., 2001), caractérisé par 

des hyperkératoses, c’est-à-dire des épaississements importants de 

l’épiderme, situées majoritairement au niveau de la paume des mains et de la 

plante des pieds, signalant éventuellement un problème de desquamation 

dans ces régions. D’autres rôles épidermiques éventuels de la cathepsine C, 

qu’ils soient intra- ou extracellulaires, sont encore à élucider. A ce propos, il 

est intéressant à signaler que des résultats non publiés obtenus dans notre 

laboratoire suggèrent que la cathepsine C est exprimée dans les kératinocytes 

en prolifération, mais pas dans les cellules en différenciation. Cette enzyme 

pourrait dès lors être impliquée dans la régulation de la différenciation 

épidermique (Lefevre et al., 2001; Nakano et al., 2001). 

L’activité de la β-galactosidase au sein de l’épiderme a été décrite comme 

étant de loin supérieure à l’activitié d’autres glycosidases épidermiques 

(Mier & van den Hurk, 1975b), ainsi qu’à l’activité de la β-galactosidase 

dans d’autres tissus épithéliaux (Chang et al., 1991). Une activité de la β-

galactosidase accrue par rapport à la normale a été détectée dans les 

kératinocytes en sénescence (Dimri et al., 1995; Bregegere et al., 2003). Ces 

observations suggèrent une implication particulière de la β-galactosidase 

dans la physiologie des kératinocytes épidermiques, peut-être au niveau de la 

régulation du phénotype sénescent. Les rôles épidermiques éventuels de la β-

galactosidase peuvent être intra- ou extracellulaires, puisque nos résultats 
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indiquent que les kératinocytes sont capables de sécréter la β-galactosidase 

suite à une entrée d’ions calcium, ce qui laisse penser que cette enzyme peut 

assumer une fonction extracellulaire dans l’épiderme. 

Horikoshi et al. (1999) ont proposé que la cathepsine D sécrétée pourrait 

intervenir dans la desquamation des kératinocytes de la couche cornée en 

dégradant les desmosomes. Puisque les kératinocytes de la couche cornée 

sont morts et dépourvus d’organites, cette sécrétion doit être assurée par les 

kératinocytes des couches vivantes. La cathepsine D pourrait être sécrétée 

sous forme de précurseur de manière constitutive ou sous sa forme mature 

quand survient une entrée d’ions calcium. Tandis que la forme précurseur 

nécessite une activation, peut-être par l’intermédiaire du pH acide de la 

couche cornée (Ohman & Vahlquist, 1994), la forme mature est active dès 

que le pH du milieu extracellulaire épidermique devient acide (Horikoshi et 

al., 1998; Horikoshi et al., 1999). 

Bien sûr, les autres enzymes lysosomales sont probablement sécrétées 

simultanément avec les enzymes que nous avons étudiées dans ce travail. 

Leurs fonctions éventuelles dans l’épiderme restent encore à préciser. 

1.3 Fonctions éventuelles de Lamp-1 et Lamp-2 dans 
les kératinocytes 

Lamp-1 et Lamp-2 portent des chaînes oligosaccharidiques caractéristiques, 

composées de résidus N-acétyllactosamine (Fukuda, 1991; Fukuda, 1994). 

Les galectines constituent une famille de protéines solubles, sécrétées selon 

un mécanisme non classique, qui se lient spécifiquement à ces motifs 

saccharidiques (Hughes, 2001). Les kératinocytes épidermiques expriment 

les galectines 1, 3 et 7 (Wollenberg et al., 1993; Konstantinov et al., 1994; 

Akimoto et al., 1995; Magnaldo et al., 1998 ; résultats non publiés obtenus 
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dans notre laboratoire) et sécrètent la galectine 3 (Wollenberg et al., 1993, 

résultats non publiés obtenus dans notre laboratoire). Lorsque Lamp-1 et 

Lamp-2 apparaissent au niveau de la membrane plasmique des kératinocytes 

suite à une entrée d’ions calcium, il est dès lors possible qu’ils interagissent 

avec des galectines sécrétées, comme par exemple la galectine 3. Dans 

certaines cellules tumorales qui ciblent Lamp-1 et Lamp-2 de manière 

constitutive au niveau de la membrane plasmique, une telle interaction 

module l’adhérence de ces cellules (Sarafian et al., 1998). L’interaction 

éventuelle entre Lamp-1 ou Lamp-2 et la galectine 3 pourrait également 

influencer les propriétés adhésives des kératinocytes. Des recherches plus 

ciblées seront nécessaires pour élucider ce rôle éventuel de Lamp-1 et de 

Lamp-2 au niveau de la membrane plasmique des kératinocytes. 

1.4 Le calcium et l’exocytose des corps lamellaires : 
absence de corrélation avec l’exocytose des 
lysosomes 

Au niveau de la couche granuleuse, les kératinocytes contiennent des corps 

lamellaires, qui sont des vésicules contenant un mélange de lamelles 

lipidiques et d’enzymes lysosomales (Freinkel & Traczyk, 1985; Menon et 

al., 1992b). Les corps lamellaires subissent une exocytose au niveau de la 

transition entre la couche granuleuse et la couche cornée. Cette exocytose 

serait induite par une diminution de la concentration cellulaire en ions 

calcium au niveau des kératinocytes de la couche granuleuse (Menon et al., 

1994; Elias et al., 1998). Récemment, il a été montré qu’une entrée de 

calcium induite par l’ionomycine, engendre une diminution de l’exocytose 

des corps lamellaires dans les kératinocytes de la couche granuleuse (Denda 

et al., 2003). Nos résultats suggèrent qu’une telle entrée d’ions calcium dans 

les kératinocytes en culture entraîne l’exocytose de lysosomes. L’exocytose 

de ces organites semble dès lors être régulée par la concentration 
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intracellulaire en calcium, mais de manière opposée aux corps lamellaires. 

Bien qu’il existe une certaine analogie entre le contenu enzymatique des 

corps lamellaires et des lysosomes (Freinkel & Traczyk, 1985; Menon et al., 

1992b), le contrôle de l’exocytose de ces organites n’est probablement pas le 

même dans les kératinocytes. Signalons que le modèle de culture utilisé dans 

notre étude ne comprend pas des kératinocytes possédant des corps 

lamellaires. Dès lors, l’étude éventuelle des mécanismes impliqués dans 

l’exocytose de ces vésicules doit impérativement être réalisée dans un autre 

modèle de culture permettant une différenciation plus poussée. 

1.5 L’exocytose de lysosomes et la réparation de la 
membrane plasmique 

Dans les kératinocytes épidermiques, l’exocytose de lysosomes pourrait 

également être une réponse à une lésion de la membrane plasmique. En effet, 

une rupture de l’intégrité de la membrane plasmique de plusieurs types 

cellulaires semble systématiquement induire une entrée d’ions calcium, qui 

provoque la fusion de lysosomes périphériques avec cette membrane afin de 

restaurer son intégrité (Miyake & McNeil, 1995; Togo et al., 1999; Reddy et 

al., 2001; Jaiswal et al., 2002). Ce phénomène peut être d’une importance 

primordiale pour les kératinocytes, puisqu’au niveau de l’épiderme, les 

cellules sont fréquemment soumis à des stress mécaniques. En effet, chez le 

rat en mouvement, les cellules cutanées subissent constamment des ruptures 

de la membrane plasmique, en particulier les kératinocytes de la couche 

basale qui garantissent l’ancrage du tissu épidermique avec le derme par 

l’attachement à la lame basale (McNeil & Ito, 1990). 

La synaptotagmine VII est une protéine de la membrane lysosomale 

possédant deux domaines de liaison aux ions calcium (Ullrich & Sudhof, 

1995). Dans des cellules épithéliales, cette protéine régule l’exocytose de 
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lysosomes suite à une entrée d’ions calcium (Martinez et al., 2000). Nous ne 

disposons pas d’informations concernant l’expression de la synaptotagmine 

VII par les kératinocytes épidermiques, mais cette protéine est 

vraisemblablement impliquée dans l’exocytose de lysosomes suite à une 

entrée d’ions calcium également dans ce type cellulaire particulier. 

Signalons que des souris déficientes en synaptotagmine VII souffrent d’une 

myopathie autoimmune, similaire à la dermatomyosite humaine (Chakrabarti 

et al., 2003). Cette maladie est caractérisée par une inflammation 

autoimmune des fibres musculaires, mais aussi par une inflammation et une 

fibrose cutanée (pour une revue, voir Mastaglia et al., 2003). Ces symptômes 

se situent au niveau de cellules qui sont soumises à des forces mécaniques 

importantes, induisant des fréquentes ruptures de la membrane plasmique 

(McNeil & Ito, 1990). Chakrabarti et al. (2003) ont suggéré que le déficit en 

synaptotagmine VII affecte le processus de réparation de la membrane 

plasmique en perturbant l’exocytose de lysosomes. Ces informations 

témoignent en faveur de l’importance physiologique de l’exocytose de 

lysosomes suite à une entrée d’ions calcium dans les kératinocytes 

épidermiques. Afin de mieux comprendre ce mécanisme et sa portée 

physiologique, il serait intéressant de disséquer la machinerie intracellulaire 

qui est recrutée lors d’une entrée de calcium dans les kératinocytes. Une 

première approche pour étudier cette question pourrait concerner le rôle de la 

synaptotagmine VII au cours de l’exocytose de lysosomes dans les 

kératinocytes. Des résultats récents suggèrent l’association des protéines 

adaptatrices SNAP-23 et syntaxine 4, situées au niveau de la membrane 

plasmique, et VAMP-7, située au niveau de la membrane lysosomale, à la 

synaptotagmine VII au cours de l’exocytose de lysosomes (Rao et al., 2004). 

Ces protéines pourraient également intervenir au cours de l’exocytose de 

lysosomes dans les kératinocytes. 
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1.6 Implication possible du cholestérol dans 
l’exocytose de lysosomes 

Dans plusieurs types cellulaires, le cholestérol est impliqué dans des 

phénomènes d’exocytose. En effet, une déplétion en cholestérol 

membranaire perturbe l’exocytose de vésicules spécialisées induite par un 

stimulus approprié, par exemple dans les cellules pancréatiques (Schmidt et 

al., 2001), les cellules nerveuses PC12 (Lang et al., 2001) ou les basophiles 

RBL-2H3 (Kato et al., 2003). Comme nous montrons que dans les 

kératinocytes, l’exocytose de lysosomes est induite par une entrée de 

calcium, il est possible que ce phénomène exocytotique soit affecté par une 

déplétion en cholestérol. Dans les cellules neuronales PC12, l’exocytose de 

vésicules sécrétoires implique une machinerie protéique relativement bien 

caractérisée, qui se trouve au niveau de la face interne de la membrane 

plasmique (Lang et al., 2001). Selon ces auteurs, une déplétion en 

cholestérol perturbe la structure de cette machinerie, engendrant ainsi une 

réduction de l’exocytose des vésicules sécrétoires normalement induite par 

une entrée d’ions calcium dans ces cellules. Il serait intéressant d’analyser si 

la machinerie qui régule l’exocytose de lysosomes dans les kératinocytes 

partage des propriétés comme la sensibilité à une déplétion en cholestérol 

avec la machinerie permettant l’exocytose des vésicules sécrétoires des 

cellules PC12. 

2 Le cholestérol et la physiologie des 
kératinocytes 

Dans la deuxième partie de notre travail, nous avons étudié les implications 

éventuelles du cholestérol dans la physiologie des kératinocytes 

épidermiques en analysant l’effet d’une déplétion en cholestérol (induite par 

un traitement avec la méthyl-β-cyclodextrine) sur le phénotype cellulaire. En 
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résumé (fig. C-2), nos résultats indiquent qu’une déplétion en cholestérol 

active des cascades de signalisation dans les kératinocytes en induisant la 

phosphorylation du récepteur de l’EGF, de HER2 (mais pas de HER3) et des 

MAP kinases ERK et p38. L’activation des MAP kinases p38 dans les 

kératinocytes semble être responsable d’une augmentation de l’expression de 

l’involucrine induite par une déplétion prolongée en cholestérol. Ce 

traitement provoque également une diminution de l’expression de la kératine 

14 et de la kératine 10, mais les cascades de transduction éventuellement 

impliquées dans cette réponse restent à être déterminées. 
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Fig. C-2 : Représentation schématique des effets d’une déplétion en 
cholestérol sur l’activation des récepteurs HER et des MAP kinases ERK et 
p38 dans les kératinocytes ainsi que sur l’expression de marqueurs de 
différenciation (MP=membrane plasmique, ext=espace extracellulaire, 
cyt=cytoplasme). 
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2.1 Effets éventuels de l’activation du récepteur de 
l’EGF induite par une déplétion en cholestérol 

Nos résultats indiquent qu’une déplétion en cholestérol induit l’activation du 

récepteur de l’EGF, qui est elle-même responsable de l’activation de HER2 

et ERK (fig. C-2). Les rôles des cascades de signalisation activées par 

l’intermédiaire du récepteur de l’EGF lors d’une déplétion en cholestérol sur 

le phénotype des kératinocytes restent à être déterminés. Les MAP kinases 

ERK peuvent favoriser la survie des kératinocytes suite à une irradiation aux 

rayons UVB (Jost et al., 1999; Peus et al., 2000). Cette activation pourrait 

éventuellement jouer un rôle analogue lors d’une déplétion en cholestérol. 

Dans les kératinocytes, l’activation du récepteur de l’EGF par un traitement 

avec l’EGF induit l’expression de la hydroxyméthylglutaryl(HMG)-

coenzyme A(CoA) synthase et de la HMG-CoA réductase (Harris et al., 

2000), qui sont des enzymes impliquées dans la synthèse du cholestérol 

(Goldstein & Brown, 1990). L’activation du récepteur de l’EGF par une 

déplétion en cholestérol est bien sûr susceptible d’affecter l’expression de 

ces gènes. Grâce à cette fonction, l’activation du récepteur de l’EGF pourrait 

éventuellement constituer un signal sensible au taux de cholestérol 

membranaire pouvant induire la synthèse de cholestérol dans le cas d’une 

diminution de ce taux. 

2.2 L’activation de p38 suite à une déplétion en 
cholestérol et les protéines éventuellement 
associées à cette réponse 

Afin de disséquer la cascade de transduction du signal qui aboutit à 

l’induction de l’expression de l’involucrine suite à une déplétion en 

cholestérol, nous avons utilisé une approche pharmacologique pour 

démontrer l’implication de p38 dans cette cascade. Il serait intéressant 
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d’utiliser une approche complémentaire pour apporter des arguments 

supplémentaires en faveur de cette implication de p38. Par exemple, 

parallèlement à une déplétion de kératinocytes en cholestérol, la transfection 

des cellules avec un plasmide d’expression contenant une protéine p38 

dominante négative pourrait servir à étudier le rôle direct de p38 dans 

l’induction de l’expression de l’involucrine. 

Nous ne disposons guère d’informations quant au mécanisme éventuel qui 

induit la phosphorylation de p38 lors d’un traitement par la MβCD. Dans les 

kératinocytes, p38 peut être phosphorylée par des GTPases de la famille Rho 

(Cheng et al., 2002), mais aussi par plusieurs protéines kinases de la famille 

des MAPK kinases comme MEK6 (Dashti et al., 2001a), MEK7 (Dashti et 

al., 2001b) ou MEK3 (Balasubramanian et al., 2002; Efimova et al., 2002). 

Dans les fibroblastes, une extraction de cholestérol de la membrane 

plasmique médiée par une apolipoprotéine active des GTPases Rho et p38 

par l’intermédiaire des GTPases Rho (Nofer et al., 2003). Dans les 

kératinocytes, nos résultats montrent qu’un traitement par la MβCD extrait 

du cholestérol de la membrane plasmique. Ce traitement pourrait dès lors 

activer des GTPases Rho et induire la phosphorylation de p38 par 

l’intermédiaire de ces GTPases. 

Nous avons recherché si une déplétion en cholestérol des kératinocytes 

active une ou plusieurs isoforme(s) de p38 de manière spécifique, et nos 

résultats suggèrent que p38α semble être impliquée dans l’induction de 

l’expression de l’involucrine par ce traitement. Notons que l’expression de 

l’involucrine est induite par l’intermédiaire de p38δ lorsque les kératinocytes 

sont incubés en présence de TPA (Efimova et al., 2002), de polyphénols du 

thé vert (Balasubramanian et al., 2002) ou d’acide okadaïque (Efimova et al., 

2002; Efimova et al., 2003). L’ensemble de ces observations parle en faveur 
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de l’hypothèse avancée par Dashti et al. (2001), selon laquelle l’expression 

de l’involucrine dans les kératinocytes est essentiellement régulée par p38α 

ou p38δ. 

Le mécanisme par lequel le TPA peut induire l’expression de l’involucrine 

est très bien caractérisé. Ce mécanisme fait intervenir la protéine kinase C 

(PKC) (Efimova et al., 1998), dont les isoformes particulières impliquées 

dans ce mécanisme (PKCδ, PKCε et PKCη) ont été identifiées plus tard 

(Efimova & Eckert, 2000). Comme les mécanismes par lesquels le TPA 

régule l’expression de l’involucrine sont relativement bien connus, il serait 

intéressant de comparer ces mécanismes avec les mécanismes régulateurs de 

l’involucrine mis en cause par une déplétion en cholestérol. Il pourrait 

s’avérer très intéressant d’investiguer les isoformes de PKC éventuellement 

activées lors d’une déplétion en cholestérol. 

2.3 Implication éventuelle du cholestérol au cours 
de la différenciation épidermique 

Au niveau épidermique, la présence de cholestérol est nécessaire pour la 

formation des enveloppes cornées (Schmidt et al., 1991). Ce lipide est un 

constituant important de la barrière lipidique (Menon et al., 1992a). Le 

cholestérol est donc clairement impliqué dans les étapes terminales de la 

différenciation des kératinocytes épidermiques, mais les mécanismes de son 

implication restent à être identifiés. Nos résultats montrent qu’une déplétion 

en cholestérol altère l’expression de gènes dont les produits sont impliqués 

dans la différenciation des kératinocytes. Ce traitement réprime en effet 

l’expression de la kératine 14 et de la kératine 10 et induit l’expression de 

l’involucrine, ce qui sont des changements de l’expression génique des 

kératinocytes qui accompagnent la transition des cellules de la couche 

épineuse vers la couche granuleuse dans l’épiderme (Dlugosz & Yuspa, 
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1993). Une perte du cholestérol membranaire à ce niveau pourrait dès lors 

favoriser la différenciation des kératinocytes épineux en kératinocytes 

granuleux. 

2.4 Implication éventuelle du cholestérol dans le 
psoriasis, pathologie épidermique 

Le psoriasis est une pathologie épidermique manifestée par une altération de 

l’expression de marqueurs de différenciation dans les zones de peau 

affectées : un anticorps spécifique de la kératine 14 ne marque qu’une faible 

proportion des kératinocytes de la couche basale (Parent et al., 1994). 

L’épiderme psoriatique exhibe une expression diminuée de la kératine 10 

dans les couches suprabasales (van Erp et al., 1989; Bernerd et al., 1992). 

L’involucrine par contre est exprimée de manière précoce et est présente 

dans toutes les couches suprabasales (Bernard et al., 1985; Bernard et al., 

1986; Dover & Watt, 1987; Watanabe et al., 1991). Ces altérations de 

l’expression de la kératine 14, de la kératine 10 et de l’involucrine dans 

l’épiderme psoriatique ressemblent aux altérations de l’expression de ces 

gènes induites par une déplétion en cholestérol dans les kératinocytes en 

culture. Le phénotype des kératinocytes psoriatiques pourrait donc 

ressembler au phénotype de kératinocytes ayant subi une déplétion en 

cholestérol, ce qui pourrait suggérer une relation entre le phénotype 

psoriatique et le taux en cholestérol des kératinocytes. Signalons d’ailleurs à 

ce sujet que le psoriasis pourrait être plus fréquent chez des patients dont le 

profil lipidique du sérum sanguin présente des anomalies (Rocha-Pereira et 

al., 2001; Piskin et al., 2003; Reynoso-von Drateln et al., 2003). 

Nos résultats montrent pour la première fois qu’un traitement par la MβCD 

induit l’activation de p38 dans les kératinocytes, mais plusieurs auteurs ont 

déjà suggéré une implication de p38 dans la pathogénèse du psoriasis. Par 
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exemple, l’expression de la protéine élafine est augmentée dans les 

kératinocytes psoriatiques (Kuijpers et al., 1997) par l’intermédiaire d’une 

activation de p38 (Pfundt et al., 2000; Pol et al., 2003). Les kératinocytes 

psoriatiques exhibent également une phosphorylation accrue de certaines 

kératines qui est dépendante de p38 (Toivola et al., 2002). Par conséquent, 

des inhibiteurs de l’activité protéine kinase de p38 sont déjà en phase 

d’étude clinique pour le traitement du psoriasis (Lee et al., 2000). Une autre 

observation intéressante révèle que l’expression d’une isoforme de l’EGF se 

liant à l’héparine, heparin-binding EGF (HB-EGF), est augmentée dans 

l’épiderme psoriatique (Stoll & Elder, 1998). Or, nos résultats préliminaires 

montrent qu’un traitement par la MβCD induit une augmentation de 

l’expression de HB-EGF qui est provoquée par l’intermédiaire de p38 

(résultats non publiés) et qui pourrait aussi contribuer à l’altération du 

phénotype cellulaire dans ces conditions. 

Dans ce travail, nous avons utilisé un modèle de culture immergée des 

kératinocytes pour étudier l’implication du cholestérol dans la physiologie de 

ce type cellulaire. Ce modèle a été choisi parce qu’il est bien caractérisé et 

peu complexe par rapport à l’épiderme. Or, afin d’étudier davantage 

l’implication du cholestérol au cours de la différenciation épidermique 

normale, mais aussi dans la pathogenèse du psoriasis, il s’impose d’analyser 

le rôle du cholestérol dans des conditions plus proches de l’épiderme in vivo. 

Dans ce but, il serait intéressant d’étudier les effets d’une déplétion en 

cholestérol sur la physiologie des kératinocytes au sein d’épidermes 

reconstitués in vitro, technique maîtrisée dans notre laboratoire (Dupont et 

al., publication soumise à Arch Dermatol Res). A plus long terme, on 

pourrait songer à analyser les effets d’une déplétion en cholestérol sur le 

phénotype des kératinocytes au sein d’échantillons de peau normale 

maintenus en culture. Puisque le phénotype de kératinocytes ayant subi une 
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déplétion en cholestérol semble se rapprocher d’une phénotype psoriatique 

(cf. ci-dessus), il serait très intéressant d’analyser les effets d’un apport de 

cholestérol, médié par exemple par une incubation en présence de MβCD 

complexée au cholestérol, sur le phénotype des kératinocytes au sein 

d’échantillons de peau psoriatique. 
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