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1 LE VIEILLISSEMENT : ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 DEFINITIONS : VIEILLISSEMENT / SENESCENCE/ LONGEVITE

Dans le cas d'un organisme vivant, le vieillissement est un processus naturel ou exacerbé
par divers stress - subis in utero ou au long de la vie - qui conduit le plus souvent cet
organisme a ne plus assurer son équilibre physiologique, ce qui I'entraine a la mort.

Chez I'homme, le vieillissement est un processus complexe, lent et progressif, qui implique
divers facteurs biologiques, psychologiques et sociaux. Ces facteurs sont en partie génétiques
(vieillissement intrinséque), et en partie liés a I'histoire de vie de chacun (facteurs externes de
vieillissement, acquis ou subis). Le vieillissement de certaines cellules commence dés la
naissance, voire in utero (Mentis et Kararizou, 2010 ; Fernandez-Capetillo, 2010).

La perte progressive de I'intégrité physiologique conduit a des altérations fonctionnelles et a
une vulnérabilité aux maladies, comme notamment le cancer, le diabéte, les troubles cardio-
vasculaires et les maladies neurodégénératives.

De facon plus générale, le vieillissement peut étre défini comme un déclin fonctionnel,
dépendant du temps, qui affecte la plupart des organismes vivants.

Les organismes multicellulaires contiennent, en fonction des tissus concernés, deux types
cellulaires fondamentalement différents : les cellules post-mitotiques qui ne se divisent plus
ou rarement (exemple : cellules musculaires, cellules nerveuses) et les cellules qui peuvent se
diviser (exemple : cellules épithéliales intestinales, cellules épithéliales cutanées). Une mort
excessive des cellules dans les tissus post-mitotiques concourt a des états de dégénérescence
alors que les échecs dans le programme de mort cellulaire lors du renouvellement cellulaire
contribuent a I’hyperplasie et au cancer (Green, 2011).

1.1.1 Le vieillissement : processus dynamique

Le vieillissement, processus dynamique (Figure 1), est associé a des altérations
gualitatives et quantitatives de certains marqueurs au cours du temps. Généralement, a
chaque cycle cellulaire des cellules «mitotiquement compétentes», les télomeéres se
raccourcissent. Les tissus sont toujours capables de se renouveler, de se réparer et, dans
certains cas, de se régénérer. C'est I'accumulation de dommages cellulaires qui est considérée
comme étant la cause générale du vieillissement (Gems et Patrige, 2013).

Vil sement

Figure 1 - Vieillissement



1.1.2 Lasénescence : processus statique

La sénescence, « processus statique » (Figure 1), est la phase ultime du vieillissement.
Il s’agit d’un processus post-mitotique caractérisé par un état qui touche des cellules qui ne se
divisent plus et un ensemble de marqueurs spécifiques. Historiquement, ce phénomeéne a été
décrit in vitro sur fibroblastes : les cellules humaines normales effectuent une premiere phase
de croissance exponentielle, puis entrent dans un plateau de sénescence (Figure 2) (Hayflick,
1965).

High

Haytlick Limde —

Phasa |l - Sesasconce

Phass ||

Number OF Population Dosublings
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Timw In Culture

Figure 2 - Les 3 phases d’Hayflick (Hayflick, 1965)
Phase I: Iégére prolifération avant le ler passage <> Etablissement de la culture
Phase Il : prolifération cellulaire rapide
Phase Il : atteinte d’un plateau jusqu’a un arrét total

Cet état est également atteint in vivo et il a été montré que I'accumulation de cellules
sénescentes dans les tissus avec I’'age est responsable d’un certain nombre de pathologies
associées a I'age (Baker, 2011).

En plus de I'arrét irréversible du cycle cellulaire par I'activation des voies p53/p21 et p16/Rb
(Lowe, 2004), les cellules sénescentes présentent de nombreuses modifications
morphologiques, métaboliques et génétiques :

* Augmentation de la taille de la cellule jusqu’a un facteur 10

* Polynucléation de 20% des cellules

* Résistance a I'apoptose (Wang, 1995)

* Accumulation de dommages oxydants (augmentation du taux de fluorescence di a
I’accumulation de lipofuscine) (von Zglinicki, 1995)

* Augmentation d’activité autophagique (Brondello, 2012)

* Activité de la SA-Bgalactosidase (lysosomiale) a pH=6 (Dimri, 1995)

* Sécrétion inflammatoire
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Figure 3 - Principaux mécanismes inducteurs de sénescence

La sénescence est un état physiologique dont les causes ou stress incriminés peuvent
correspondre:

- soit au dysfonctionnement télomérique consécutif aux phases répétées de réplication. Il a
été proposé que cette érosion des télomeéres, reconnue par les cellules comme de I’ADN
endommagé, puisse activer la réponse au stress génotoxique (induction de p53 par exemple)
qui est identique a celle qu’induisent les rayonnements ionisants, d’ou le nom de sénescence
réplicative (d’Adda di Fagagna, 2003).

- soit a I'accumulation de dommages a I’ADN, au stress oxydatif qui survient dans des
conditions de culture cellulaire non adaptées, aux dysfonctions mitochondriales ou encore a
I’activation de certains oncogénes comme Myc, Ras ou Raf. (Tchkonia, 2013). On parle alors de
sénescence induite par le stress.

Il s’agit donc d’un état physiologique qui peut étre accéléré par des stress exogenes comme
les radiations ionisantes ou UV (Figure 3).

1.1.3 Lalongévité

C'est la résultante du vieillissement et de la sénescence en termes de durée de vie. La
durée de vie (longévité) est différente en fonction des espéces (Tableau 1).

Espece animale Longévité maximale
(moyenne)

Levure 30 a 40 divisions

C. elegans 1 mois

Drosophila Melanogaster 2-3 semaines

Poisson zébre 3ans

Souris 2 ans

Rat taupe 30ans

Oursin 3-4 ans

Lythechenius variegatus

Oursin rouge 100 ans

Strongylocentrotus franciscanus

Tortue 200 ans

Homo sapiens 100 ans

Pétoncle d’Alaska 400 ans

Homard 100 ans

Tableau 1 - Longévité maximale inter-espéces



Nous essaierons de comprendre plus loin quels sont les mécanismes moléculaires qui signent
ces différences de longévité.

1.1.4 Sénescence et longévité

Par certains de ses aspects, la sénescence est considérée comme un modele du
vieillissement cellulaire et de I'organisme (Campisi, 1996), mais la relation entre sénescence et
age n’est toujours pas établie. De plus, de nombreuses études suggerent fortement que la
sénescence joue un rble dans la suppression des tumeurs (Campisi, 2005).

Il existe des mécanismes physiologiques et cellulaires communs entre la sénescence et le
vieillissement.

-Un trait commun entre la sénescence in vitro et le vieillissement chez I'homme est le
raccourcissement des télomeres. Pour les fibroblastes humains, par exemple, la longueur
moyenne des téloméres décroit de 50pb par doublement de culture et 15 pb par an chez des
donneurs agés (Allsopp, 1992).

En revanche, la télomérase est relativement abondante dans les cellules germinales
réplicatives, les kératinocytes (Boukamp, 2005), les cellules tumorales et les eucaryotes
inférieurs chez lesquels la longueur des télomeéres est stable.

-Le marqueur commun largement répandu est la B galactosidase acide (SA-B-gal), qui est
définie comme une activité B galactosidase détectable a PH6. L'expression de son activité a
été retrouvée dans de nombreux types cellulaires en sénescence ainsi que dans des organes
d’animaux et de personnes agées (Dimri, 1995). Cependant, de nombreuses études sont
contradictoires car elles n‘ont pas permis de montrer son activité dans certains tissus agés,
comme la peau par exemple (Severino, 2000). Enfin, plus récemment, des auteurs ont montré
que l'activité de ce marqueur - largement utilisé comme biomarqueur spécifique de
sénescence - avait pour origine les lysosomes et qu’il n’était pas nécessaire a I'entrée en
sénescence car des fibroblastes en culture, issus de patients atteints de gangliosidose
(n"exprimant pas la B gal), rentraient en sénescence réplicative aprés plusieurs passages en
culture (Lee, 2006).

-Les cellules sénescentes et les tissus agés sont plus sensibles a une variété de stress. A une
échelle moléculaire, I'expression de la protéine chaperonne HSP70 (marqueur de mécanisme
cellulaire de protection des organismes vivants de I'hyperthermie et d’autres types de stress)
et le taux de mRNA sont nettement diminués dans des cellules sénescentes humaines in vitro
et dans les cellules dérivées de sujets agés comparées a des cellules dérivées de sujets jeunes
(fibroblastes de poumon, fibroblastes épidermiques et mélanocytes épidermiques)
(Gutsmann-Conrad, 1998).

-Si le taux de dommage a I’ADN dépasse un certain seuil, les cellules sont destinées a
s’orienter vers I'apoptose ou la sénescence. Les facteurs qui aménent a telle ou telle voie ne
sont pas encore bien déterminés, mais le type de cellule, I'intensité et la durée du signal
comme la nature du dommage sont trés certainement des discriminants importants (d’Adda di
Fagagna, 2008).

De par les mécanismes cellulaires communs, nous allons considérer, dans cette revue sur le
vieillissement, la sénescence comme un des marqueurs ultimes du vieillissement.



Récemment, des auteurs (Lopez-Otin, 2013) ont proposé 9 marqueurs de I'age qui contribuent
au processus du vieillissement et qui, ensemble, déterminent le phénotype lié au
vieillissement (Figure 4).

Ici, nous proposons de décrire ces marqueurs, leurs interconnections, dont on sait qu’elles
vont étre déterminantes dans le processus du vieillissement, et ce grace a I'étude de différents
modeéles. Ainsi, I'’étude de ces marqueurs communs ou spécifiques a ces différentes especes
devrait permettre d’apporter un éclairage sur leur degré de pertinence pour leur extrapolation

a 'lhomme.
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1.2 CAUSES ET/OU CONSEQUENCES DU VIEILLISSEMENT
1.2.1 Diversité des causes et conséquences
1.2.1.1 Dérégulation de la sensibilité aux nutriments

L’axe somatotrophique chez les mammiféres comprend I’hormone de croissance (GH)
produite par le lobe antérieur de I’"hypohyse et son médiateur IGF-1 (insulin-like growth factor
1) en réponse a GH par de nombreux types cellulaires, notamment par les hépatocytes (Figure
5). La voie intracellulaire d’IGF-1 est la méme que celle activée par l'insuline, qui informe les
cellules de la présence de glucose. Pour cette raison, les 2 voies de signalisation sont connues
sous le nom d’lIS (Insulin/ IGF signaling cascade) (Lopez-Otin, 2013).
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Figure 5 - Physiologie de I'axe somatotrope (Pélisser-Alicot, 2003)
SRIH: somatotrope release-inhibiting hormone ou somatostatine ; GHRH : growth hormone-releasing hormone ou
somatocrinine ; IGF : insuline-like growth factor ou somatomédine ; IGFBP : insuline-like growth factor binding protein.
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La voie insuline/IGF-1 est la premiére voie de signalisation a avoir été décrite dans les années
1990 comme pouvant influencer le vieillissement dans la régulation de la durée de vie chez C.
elegans : |la perte de fonction due a la mutation daf-2 (gene qui code pour le récepteur de IGF-
1) a permis de montrer que la durée de vie chez ce ver était doublée (Kenyon, 1993).

Ainsi, des capteurs de nutriments et de stress modulent la durée de vie en réponse a de
nombreux signaux environnementaux et physiologiques. Le plus connu de ces signaux est la
restriction calorique (RC) décrite dans de nombreuses espéces, depuis la levure jusqu’aux
primates (Colman, 2009). Outre le fait que la longévité en réponse a la RC est régulée par des
voies métaboliques impliquant la kinase- cible de la rapamycine (mTOR)-, ’AMP kinase, des
sirtuines et le facteur de croissance IGF1, il a aussi été montré récemment chez la drosophile
que la RC provoquait une diminution brutale du taux de mortalité, ce qui suggere que la RC
peut aussi contrecarrer le vieillissement de fagon soudaine (Mair, 2003).

Remarques: Bien que des polymorphismes génétiques ou des mutations des voies de
signalisation de l'insuline/ IGF1 aient permis de montrer une extension de la durée de vie chez
C. elegans, la drosophile et la souris (Bluher, 2003 ; Holzenberger, 2003 ; Kenyon, 2010), les
mécanismes de cette extension, soit par une diminution du risque de mort, soit en lien avec le
taux d’accumulation des dommages, soit les deux, restent a élucider.

Enfin, alors que plusieurs études ont démontré que la restriction calorique rallongeait la durée
de vie chez C. elegans, la levure, la drosophile et la souris, qu’elle améliorait le statut de santé
chez les rongeurs et les mammiferes (Bratic et Larsson, 2013), cela reste a démontrer chez
I’homme.

1.2.1.1.1 Voie de l'insuline et IGF-1

L'insuline joue un réle anabolique majeur au niveau de I'organisme, dans la mise en

réserve et l'utilisation des substrats énergétiques, qu’ils soient glucidiques ou lipidiques :
entrée de glucose, synthése de glycogéne et lipogenése, inhibition de la glycogénolyse, de la
néoglucogenese et de la lipolyse. Elle exerce également des fonctions pléiotropes sur le
métabolisme protéique (augmentation de la synthese et inhibition de la protéolyse), la
croissance, le contréle de I'apoptose et le développement. Ses effets résultent de sa liaison a
un récepteur membranaire spécifique exprimé en priorité sur ces trois tissus cibles : le foie, le
muscle et le tissu adipeux (Capeau, 2003).
Les molécules de cette voie incluent la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K ; AGE-1 chez C.
elegans), 3’ phosphoinositide-kinase 1 dépendante (PDK-1), AKT (connue aussi sous le nom de
PKB) et des facteurs transcriptionnels de la famille des « Forkhead box » FOXO (=forkhead box,
de classe O) (DAF-16 chez C. elegans). En réponse a l'insuline et IGF-1, PI3K active PDK-1 qui, a
son tour, active AKT ; puis, AKT phosphoryle de multiples cibles en aval pour assurer la survie
et la croissance cellulaire (Figure 6).
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Figure 6 - Voies de signalisation de I'insuline (Insulin/ IGF-1 signaling « 11S ») et mTOR. (Sahin et DePinho, 2012).

La diminution de l'activité de la voie de l'insuline et d’IGF-1, a cause de la perte de
fonction due a des mutations de genes codant pour des composants essentiels a cette voie ou
codant pour des protéines qui régulent cette activité telles que des hormones de croissance,
rallonge la durée de vie dans beaucoup d’espéces comme le ver nématode, la drosophile et la
souris (Fontana, 2010). L'extension de la durée de vie chez ces mutants est médiée par de
nombreux facteurs de transcription et leurs cibles, incluant DAF-A6, la protéine de choc
thermique facteur 1 (HSF-1) et SKN-1 (un facteur de transcription impliqué dans la réponse au
stress oxydatif), lesquels stimulent I'expression de genes qui augmentent la résistance au
stress, la défense oxydative et la fonction mitochondriale (Kenyon, 2010). Ces facteurs de
transcription, chacun a leur tour, régulent positivement ou négativement divers genes qui
agissent de facon cumulative pour produire de larges effets sur la durée de vie. Il a été
montré, par exemple, que certains genes en aval de la réponse au stress étaient
significativement fonctionnels comme, d’une part, les catalases, les glutathion- S-transférases,
les métallothionines et, d’autre part, des génes codant pour des peptides anti-microbiens, des
protéines chaperonnes, des apolipoprotéines et des lipases (Wang, 2008).

Les perturbations de la voie de l'insuline et d’IGF-1 dans un tissu peuvent étre répercutées
dans un autre tissu pour retrouver une nouvelle homéostasie. Par exemple, chez C. elegans,
de type sauvage, I'augmentation de I'activité de DAF16 dans un tissu est activée ailleurs, via
un mécanisme de régulation de feedback de I'expression du géne de I'insuline (Murphy, 2007).
D’autres facteurs, tels que HSF-1 et SKN-1, peuvent aussi réguler d’autres cellules différentes
de celles ou ils agissent. Ainsi, ce réseau complexe d’interactions tissus-tissus semble étre trés
important dans la régulation de |'age des différents tissus.

L’effet de la voie de I'insuline sur I'extension de la durée de vie a été tres bien conservé au
cours de I'évolution (Figure 7) (Kenyon, 2010).
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Figure 7 - Insulin/IGF-1 et signalisation FOXO affecte la durée de vie chez la souris et chez ’homme (Kenyon, 2010)
Chez la souris et chez ’'hnomme, I'lGF-1 plasmatique est produite par le foie en réponse a I’hormone de croissance sécrétée par
I’hypophyse. PAPPA (protéine plasmatique associée a la grossesse), une métallo protéinase maintient les taux d’IGF-1
disponibles. L'inactivation de PAPPA réduit la signalisation d’IGF-1. En réponse a IGF-1, son récepteur active une voie de
signalisation en aval comprenant de nombreuses protéines qui ont un réle dans la longévité.

Chaque étoile représente une lignée de souris mutante a longue vie ou une cohorte humaine dans laquelle les variants sont
associés a une exceptionnelle longévité.

Les cercles représentent les études dans lesquelles des mutations observées n’ont pas pu étre associées a une augmentation
de la durée de vie

Chez la drosophile, I'inhibition de cette voie augmente I'activité de FOXO (orthologue de DAF
16 chez la drosophile) spécifiquement dans le tissu adipeux (Mair, 2003). Chez la souris, une
forte corrélation négative a pu étre montrée entre les taux d’IGF-1 et la régulation de la durée
de vie dans des lignées de souris, signant I'implication d’IGF-1 dans la régulation de la durée
de vie. De plus, des mutations qui inhibent le récepteur a l'insuline (spécifiquement dans le
tissu adipeux), le récepteur IGF-1, et aussi des régulateurs en amont et en aval, peuvent aussi
accroitre la durée de vie.

Remarque : Cela n’a pas pu étre montré pour certains génes dans toutes les études.

De méme, les petits chiens, avec une mutation qui diminue les taux d’IGF-1, vivent plus
longtemps que les gros chiens.
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Remarque : Chez la drosophile et la souris, les effets de la voie de I'insuline/IGF-1 sur la taille
du corps ne sont pas corrélés. Et, au moins chez le nématode et la drosophile, cette voie agit
sur la durée de vie chez I'adulte, aprés que la croissance a eu lieu.

Il peut paraitre surprenant que des mutations de cette voie aient pour conséquence un
allongement de la durée de vie alors que ces voies sont essentielles chez tous les animaux. En
fait, la mutation du géne (knout out) qui code pour le récepteur a l'insuline dans le foie est
responsable des diabetes chez la souris. Ainsi, le type précis de perturbation dans la voie peut
avoir des conséquences importantes. Les animaux avec une longue durée de vie, présentant
des mutations dans certains de leurs genes au niveau de cette voie, sont sensibles a I'insuline
alors que des mutations dans d’autres génes provoquent une résistance a l'insuline (une
caractéristique des diabetes de type 2). Il est probable que, pendant la période ol une
mutation induit une diminution de la voie de I'insuline /IGF-1, on assiste en aval a I'activation
de DAF16/FOX0, permettant la maintenance cellulaire en garantissant I’homéostasie tissulaire
et I'extension de la durée de vie de I'animal (Kenyon, 2010).

Chez I'homme, il semblerait aussi qu’une perturbation de la voie de I'insuline et d’IGF-1 puisse
conduire a une augmentation de la durée de vie. En effet, les mutations connues conduisant a
I'altération fonctionnelle du récepteur IGF-1 sont surexprimées dans une cohorte centenaire
de Juifs askhénases (Suh, 2008). Les variants du gene du récepteur a l'insuline sont liés a la
longévité dans une cohorte de Japonais (Kojima, 2004). Des variants d’AKT et de FOXO3A sont
aussi corrélés a la longévité dans trois et sept cohortes respectivement (Pawlikowska, 2009).
Les cohortes FOXO3A sont localisées a travers le monde : Hawaiens de descendants japonais
(Willcox, 2008), Italiens (Anselmi, 2009), Askhénases, Allemands (Flachsbart, 2009) et Chinois
(Li, 2009). Des variants de génes de FOXO1 ont été aussi liés a la longévité dans des cohortes
américaines et chinoises (Li, 2009 and Lunetta, 2007). Cette étonnante corrélation de
protéines FOXO avec la longévité est -peut étre- due a leur implication dans de nombreuses
voies qui affectent la durée de vie.

Paradoxalement, les taux de GH et IGF-1 diminuent avec le vieillissement chronologique ainsi
gue dans des modeéles de souris d’age prématuré (Schumacher, 2008). Ainsi, une diminution
de I'activité 1IS (Insulin/ IGF signaling cascade) est une caractéristigue commune au
vieillissement physiologique et accéléré alors que qu’une diminution constitutive d’ISS
rallonge la durée de vie. Ces observations, apparemment contradictoires, suggerent que la
régulation négative d’ISS est le reflet d’une réponse de défense dont le but est de réduire la
croissance cellulaire et le métabolisme dans un contexte de dommage systémique (Garinis,
2008). Si cette hypothése est vraie, les organismes présentant une baisse constitutive d’ISS
peuvent vivre plus longtemps, puisqu’ils ont des taux de renouvellement cellulaires plus bas,
un métabolisme plus lent, et qu’ils générent de moindres dommages cellulaires.

Remarque : Ces réponses de défense pour lutter contre le vieillissement pourraient aussi
devenir délétéres, comme cela a été montré par exemple chez les souris KO (PI3K ou AKT) chez
lesquelles les embryons ne sont pas viables (Renner et Carnero, 2009). De méme, il existe des
souris atteintes de progéria avec un taux faible d’IGF-1, chez lesquelles une supplémentation
en IGF-1 peut améliorer leur condition (Marino, 2010).
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A coté de la voie ISS senseur du glucose, le systeme mTOR intervient comme un senseur des
hautes concentrations en acides aminés et des nutriments stimulant la croissance et bloquant
I’autophagie quand la nourriture est abondante.

1.2.1.1.2 Signalisation de mTOR

La protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) est une kinase conservée au
cours de I'évolution ; elle existe sous la forme de deux complexes : mMTORC1 et mTORC2. Alors
gue mMTORC2 est impliquée dans le remodelage du cytosquelette, mTORC1 régule la
croissance et la durée de vie. mTORC1 active la protéine kinase S6 kinase (S6K) et inhibe, chez
les eucaryotes, 4EBP1 (régulateur négatif de la traduction) pour stimuler la traduction et la
croissance cellulaire (Figure 5).

L'inhibition de mTOR par la restriction calorique, par un traitement a la rapamycine ou encore
par des manipulations génétiques, conduit a un rallongement de la durée de vie, de la levure a
la souris (Kaeberlein, 2005 ; Kapahi, 2004 ; Vellai, 2003 ; Harrison, 2009).

Comme pour la voie de l'insuline/IGF-1, I'inhibition de mTOR nécessite des facteurs de
transcription pour rallonger la vie, au moins chez le ver nématode (facteur de transcription
PHA-4/FOXA) (Sheaffer, 2008) et chez la levure (Medvedik, 2007). Chez C. elegans et la
drosophile, l'inhibition de mTOR stimule |'autophagie qui, chez les mutants IGF-1, est
nécessaire pour 'augmentation de la durée de vie (Hansen, 2007; Bjedov, 2010). Il se pourrait
qgue la stimulation de I'autophagie par I'inhibition de mTOR soit indirecte via I'activation de
facteurs de transcriptions tels que PHA-4/FOXA chez le ver nématode (Hansen, 2013).

De méme, l'inhibition de la kinase S6K augmente la durée de vie chez C. elegans (Hansen,
2007), la drosophile (Kapahi, 2004) et la souris (Selman, 2009).

Remarque : Bien que l'inhibition de I'activité mTOR montre clairement des effets bénéfiques
sur I'dge, elle a aussi des effets indésirables. Par exemple, chez la souris, cette inhibition est
associée a certaines pathologies liées a I'dge telles que, notamment, la résistance a l'insuline,
les cataractes, le déclin immunologique, les défauts de cicatrisation et le dysfonctionnement
moteur (Sahin et DePinho, 2012). Il sera donc important de déterminer les mécanismes
impliqués dans les effets positifs et négatifs de I'inhibition de mTOR afin de voir s’ils peuvent
étre dissociés les uns des autres.

Parmi les voies sensibles aux nutriments, mTOR semble étre celle qui est la plus liée a la
restriction calorique (Figure 8). L'inhibition de mTOR mime les effets de la RC chez la levure, le
ver nématode et la drosophile, car I'extension de la durée de vie provoquée par l'inhibition de
MTOR n’est pas augmentée par une RC additionnelle (Hansen, 2007 ; Kapahi, 2004 ; Bjedov,
2010).
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Figure 8 - Les voies qui influencent le rallongement de la durée de vie (Kenyon, 2010)

1.2.1.1.3 AMP kinase

Par ailleurs, I'allongement de la durée de vie chez la souris SK6 déficiente semble étre
médiée par I'activation de I’AMP protéine kinase (AMPK), qui joue un réle de senseur central
dans I’homéostasie énergétique. L'AMPK, activée par une augmentation du ratio AMP/ATP,
bloque les voies anaboliques a travers l'inhibition indirecte de mTOR1 et active les voies
cataboliques pour générer de I'ATP. LAMPK augmente les niveaux d’ATP en stimulant la
biogénese et la fonction mitochondriale de méme que I'oxydation des acides gras. L’activation
de 'AMPK chez la souris traitée a la metformine (un antidiabétique) augmente la durée de vie
(Anisimov, 2008) et la délétion de l'orthologue de I'AMPK aak-2 chez C. elegans abroge
I’extension de la durée de vie chez les mutants daf-2. L’'ensemble de ces données confirme
qgue les voies de régulation de I'énergie et la préservation de la fonctionnalité de la
mitochondrie sont des acteurs importants pour I'augmentation de la longévité (Sahin and
DePinho, 2012).

L’AMP kinase est aussi nécessaire a I'extension de la durée de vie chez le ver nématode
porteur des mutations insulin/IGF1, mais le mécanisme reste a élucider (Apfeld, 2004).
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1.2.1.1.4 Sirtuines

Les sirtuines sont des protéines déacétylases NAD+ dépendantes, dont la surexpression
a été associée au rallongement de la durée de vie chez la levure, C.elegans et la drosophile
(Kenyon, 2005). Chez la levure, Sir2 favorise la ségrégation de protéines endommagées (par
exemple, carbonylées) des cellules méres durant la division cellulaire (Liu, 2010). Une étude
récente soutient que la chromatine (acétylation des histones) est une cible de Sir2 dans la
régulation de la durée de vie chez la levure (Dang, 2009).
Chez C. elegans, une surexpression de Sir2 rallonge la durée de vie en activant DAF-16/FOXO
(Kenyon, 2005). Il est fort probable que Sir 2 active directement DAF-16, par déacétylation, de
méme que chez les mammiféeres SIRT1 est connu pour déacétyler les protéines FOXO en
réponse au stress oxydatif (Berdichevsky, 2006).

Remarque : Le Resvératrol, décrit comme un activateur de sirtuines, a montré un rallongement
de la durée de vie des souris nourries avec un régime gras, mais pas chez celles soumises a un
régime normal (Pearson, 2008). De plus, le Resvératrol ne rallonge pas non plus toujours la
durée de vie chez la levure, C. elegans et |la drosophile (Kaeberlein, 2007).

Chez I'homme, il na pas été démontré que la surexpression de sirtuines était associée a
I'allongement de la durée de vie.

1.2.1.2 Dysfonctionnement des mitochondries

Parmi les nombreux axes de recherche pour comprendre les raisons du vieillissement,
la théorie d’Harman, qui implique le stress oxydatif et les radicaux libres générés par les
mitochondries, (Harman, 1965) est considérée comme un acteur principal du vieillissement,
méme si elle est controversée depuis les cing derniéres années (Lopez-Otin, 2013). Toutefois,
étant a la fois une source majeure et potentiellement une premiére cible de ROS délétéres, le
dysfonctionnement de la mitochondrie est fortement associé au commencement des maladies
liges a I’age (Lagouge, 2013).

1.2.1.2.1 Meétabolisme oxydatif ROS

Les sources des ROS (Reactive Oxygen Species) sont multiples : elles peuvent étre
endogenes, comme les mitochondries ou le peroxysome, aussi bien qu’exogéenes, comme les
ultraviolets (UV) (King, 2004), les radiations ionisantes (IR) (Krasnovsky, 2003), la lumiére
visible (Jou, 2004), les agents chimiothérapeutiques ou encore les xénobiotiques. En
produisant I'énergie cellulaire sous forme d’ATP (via la phosphorylation oxydative OXPHOS)
qui représente environ 90% de I’énergie cellulaire, la mitochondrie est le lieu principal de
production de radicaux libres oxygénés dans une cellule qui doivent étre détoxifiés. Cette
énergie est produite au niveau de la chaine respiratoire, localisée dans la membrane interne
de la mitochondrie, composée de cing complexes protéiques (complexes 1-V) et deux 2
transporteurs d’électrons, le coenzyme Q et le cytochrome C. L'énergie métabolique résultant
de la dégradation oxydative des glucides, lipides et protéines est utilisée pour la formation des
coenzymes réduits (NADH) et des flavoprotéines réduites (FADH2). La chaine mitochondriale
de transport des électrons oxyde ces coenzymes réduits et libére de I'énergie qui sert a la
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synthese d’ATP. L'oxydation de ces coenzymes s’accompagne d’'une perte de protons et
d’électrons qui, par l'intermédiaire de la chalne de transport, sont ensuite transférés a
I'oxygene moléculaire 02, accepteur terminal de la chaine. L'oxygene subit alors une
oxydation conduisant a la production d’eau, au niveau du complexe IV.

Cependant, il peut arriver qu’il y ait une fuite d’une certaine proportion d’électrons au niveau
des chaines de transport électronique, conduisant a une réduction incompléte de I'oxygene et
a la formation de ROS. Décrits comme les principaux sites de production des ROS, les
complexes | et Ill (Murphy, 2009) produisent des ions superoxyde O2. - toxiques (Wei, 1981).
De récents travaux sur des cellules humaines ont permis aussi de mettre en évidence la
contribution du complexe Il dans la production de ROS (Aitken, 2007). Des enzymes, les
superoxydes dismutases, catabolisent les ions superoxyde, en eau oxygénée H202, elle-méme
catabolisée en eau par une autre enzyme mitochondriale : la gluthation peroxydase (GPX)
(Figure 9). La réduction incompléte de I'oxygéne peut aussi conduire, aprés la catabolisation
en eau oxygénée, a la production de radicaux hydroxyles libres .OH par la réaction de Fenton.
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Figure 9 - Production et disposition des ROS mt (Li, 2013)
02.- et H202 - Enzymes de détoxification
OM: outer membrane; IM: inner membrane.

Cette production de ROS n’est pas nécessairement pathologique :

-Dans des conditions physiologiques normales, sans stress additionnel supplémentaire au
niveau de la chaine respiratoire, jusqu’a 5% de I'oxygene consommé par les mitochondries est
converti en ROS. Cependant, ce taux provient d’expériences réalisées a partir de
mitochondries isolées et il est fort probable que les mitochondries in vivo soient exposées a
des concentrations d’oxygene plus faibles. Par conséquent, la conversion d’0O2 en ROS est
aussi plus faible (Birch-Machin, 2010).

-Les ROS ont de nombreux rdles physiologiques, car ils sont d’importants régulateurs de la
progression du cycle cellulaire, de la signalisation intracellulaire et de I'apoptose (Bratic et
Larsson, 2013).

-De plus, en réponse au stress oxydatif (ROS), la mitochondrie met en ceuvre de nombreuses
adaptations fonctionnelles via la stimulation de ces systémes anti-oxydants enzymatiques
(Sharma, 2006) ou non enzymatiques. Ces systémes transforment les ROS en des dérivés
moins nocifs ou favorisent encore la stimulation de protéines chaperonnes (Green, 2014) qui
empéchent le changement de conformation des protéines induit par les ROS ; ils permettent
ainsi de rétablir ’'homéostasie en réponse a un stress oxydatif modéré. Cet équilibre entre
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production d’oxydants et antioxydants est essentiel pour prévenir le dysfonctionnement
cellulaire.

Remarque : En baissant la production de ROS et en augmentant les défenses anti-oxydantes,
on pouvait s’attendre a réduire les altérations liées a I'dge en allongeant éventuellement la
durée de vie qui en découle.

Or, aucune corrélation claire n’a pu étre mise en évidence entre la surexpression d’enzymes
mitochondriales anti-oxydantes et la régulation de la durée de vie dans des modéles variés, tels
que C. elegans, la drosophile, et la souris transgénique. Alors que certains rapports suggérent
I’'amélioration des fonctions cellulaires grdce a des antioxydants chez des rongeurs (Bratic et
Larsson, 2013), de nombreuses études d’intervention chez I’homme suggérent qu’une
supplémentation en anti-oxydants (vitamine E, béta-caroténe ou vitamine A) n’a pas de
bénéfice dans la prévention des maladies liées a I'dge et pourrait méme conduire a une
augmentation de la mortalité (Bjelakovic, 2007 ; Bjelakovic, 2013).

Quant aux ROS, leur taux de production n’est pas non plus clairement corrélé avec la durée de
vie spécifique aux espeéces. Bien que certaines des comparaisons inter-espéces - palourdes,
insectes, oiseaux et mammiféres- suggérent une corrélation positive entre la production de
peroxyde d’hydrogene par les mitochondries et la longévité impliquant donc le taux de ROS
comme un facteur déterminant dans la régulation de la durée de vie (Lambert, 2007 ; Ungvari,
2011), d’importantes exceptions ont jeté le doute sur ce postulat. Par exemple, le rat taupe, qui
a la durée de vie la plus longue chez les rongeurs (durée de vie max de 25 a 30 ans), a des taux
similaires de production de ROS a ceux de la souris (durée de vie max de 3 a 4 ans). De plus, le
rat taupe ne montre pas non plus de variations en fonction de I'dge en termes d’expression
d’enzymes anti-oxydantes (Andziak, 2005), alors que le taux de dommages oxydatifs augmente
fortement avec I’dge (Andziak, 2006).

Enfin, les travaux chez le rat taupe sont en accord avec les récentes observations chez
C. elegans, les mouches et la souris, montrant que I'augmentation des ROS pourrait prolonger
la durée de vie chez C.elegans, la levure, la drosophile et la souris (Bratic et Larsson, 2013 ;
Lopez-Otin, 2013).

Ces observations ont amené la communauté scientifique a reconsidérer le réle des ROS au
cours du vieillissement. Récemment, il a été montré que les ROS ont de nombreux réles
physiologiques, car ils sont d'importants régulateurs de la progression du cycle cellulaire, de
I'apoptose et de la signalisation intracellulaire (Bratic et Larsson, 2013). Ainsi, on peut
considérer la production des ROS comme un signal de survie en réponse a un stress provoqué
qui va entrainer l'activation de signaux compensatoires pour maintenir I"homéostasie
cellulaire (Sena et Chandel, 2012). A coté de cette production normale, I'accumulation des
dommages macromoléculaires perturbe I'ensemble du métabolisme cellulaire et I'intégrité du
matériel génétique, deux stimuli clés du vieillissement (Figure 10).
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Figure 10 - Le taux de ROS détermine les conséquences sur la physiologie cellulaire (Sena and Chandel, 2012).

Les ROS sont connus pour endommager les protéines, les membranes et I’ADN par oxydation.
Comme I’ADN mitochondrial (ADNmt) se situe a proximité de la génération des ROS, il est
probable qu’il soit endommagé par ces espéces réactives (Figure 11).
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Figure 11 - Cibles des espéces réactives produites par la mitochondrie (Bratic et Larsson, 2013)

Par exemple, bien que le radical hydroxyl ait une durée de vie trés courte, de I'ordre de 1ns ou
moins, il reste I'un des ROS les plus agressifs pouvant interagir avec les bases de ’ADN. 8—Oxo-
guanine (80xoG) et 8-oxo-adénine sont les produits d’oxydation de I'ADN les mieux
caractérisés, notamment 8-oxoG qui est hautement mutagénique : défauts d‘appariement
avec l'adénosine conduisant a des substitutions G>T et C>A (Cooke, 2003). Par ailleurs, au
fur et a mesure de leur réplication, les génomes mitochondriaux peuvent accumuler des
mutations pouvant compromettre éventuellement I'efficacité de la phosphorylation oxydative
(Wallace, 2001). Ensemble, la déficience dans leur fonctionnement et/ou I'excés des espéces
réactives oxygénées constituent des stimuli clés du vieillissement. Comme l'intégrité de
I’ADNmt est essentielle au fonctionnement de la chaine respiratoire (car il code pour une
partie de leurs sous-unités), 'accumulation de mutations pourrait contribuer au vieillissement
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et a la mort cellulaire par apoptose. Le dysfonctionnement des mitochondries conduit a la
génération de plus de ROS et a une boucle rétroactive, aboutissant a un mécanisme de
« cercle vicieux » initialement proposé par Harman (Harman, 1992) et fondé sur plusieurs
observations (Figure 12): i) la production de ROS mitochondriaux augmente avec l’age, ii)
I'activité des enzymes de détoxification diminue avec I'age et, iii) des mutations de ’ADNmt
augmentent avec |'age.

mt TROS
Dysfunction

MtDNA
Damage

Figure 12 - L’accumulation de mutations de ADNmt est une conséquence de la production de ROS responsable du
vieillissement (Birch-Machin, 2009)

Remarque : Le postulat d’Harman sur le réle direct de la fonctionnalité de 'ADNmt dans le
vieillissement est trés débattu si I’on considéere ’ADNmt en fonction de I'espéce.

Par exemple, la plus fréquente des mutations rapportées dans différentes espéces est la
délétion commune (4977BP) mais sa pertinence est controversée (Birch-Machin, 1998).

Par ailleurs, des travaux récents, notamment sur la souris mutator, ont montré que
I'accumulation des mutations de I’ADN mitochondrial avec I’dge n’était pas associée a une
augmentation de la production de ROS et des dommages oxydatifs, quand bien méme sa
capacité de phosphorylation oxydative était sévérement altérée. Dans ces travaux,
I'accumulation de mutations était corrélée a I'induction de marqueurs d’apoptose. La encore,
ces résultats remettent en question le concept du cercle vicieux d’Harman (Kujoth, 2005).

En bref, si le postulat d’Harman était correct, I'augmentation de la capacité anti-oxydante
devrait conduire a un allongement de la durée de vie. Or, depuis bientét deux décennies, il n’y
a pas de consensus sur ce postulat, avec a I’appui de nombreuses revues suggérant que les ROS
sont aussi bien délétéres que bénéfiques dans I'augmentation de la durée de vie des
organismes (Hekimi, 2011).

L’équilibre entre le potentiel élevé des effets délétéres des ROS et de leurs possibles
effets bénéfiques est étroitement connecté au concept de I'hormesis. Selon ce concept, les
traitements a des doses faibles ont des effets bénéfiques, alors que des doses élevées ont des
effets déléteres. Ainsi, les ROS peuvent étre considérés comme des agents « hormétiques »,
car ils activent des réponses adaptatives en aval qui conduisent a une augmentation de la
résistance au stress oxydatif, a la protection neuronale et la longévité (Mao et Franke, 2013).
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Mao et Franke proposent un modéle mathématique simulant une réponse adaptative bi-
phasique de I'effet des concentrations des ROS versus la durée de vie (Figure 13) (Mao et
Franke, 2013). En accord avec ce modéle de prédiction, une étude portant sur les
kératinocytes humains agés, la dose de 60uM de peroxyde d’hydrogene a montré des effets
bénéfiques sur le maintien de la longueur des télomeéres (Yokoo, 2004).
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Figure 13 - Modélisation de I’hormesis induit par les ROS (Mao, 2013)

Une connaissance plus approfondie des mécanismes biologiques qui expliquent cette réponse
bi-phasique en fonction de la dose sera nécessaire dans [l'utilisation de stratégies
thérapeutiques pour le rallongement de la durée de vie. Une des clés de la réussite des futurs
traitements reposant sur les principes de I'hormése consistera a cibler la bonne dose dans la
« fenétre hormétique » (Calabrese, 2010) en intégrant I'espace homéodynamique de chaque
individu, i.e par I'intégration des interactions des réseaux génétique et épigénétique qui sont
uniques a chacun.

Aujourd’hui, on a montré que des composés comme la metformine et le Resvératrol peuvent
induire un faible taux d’énergie caractérisé par une augmentation des taux d’AMP (adénosine
monophosphate) et une activation de I’AMPK (AMP-activated protein kinase). Chez C. elegans,
la metformine est capable de rallonger la durée de vie via I'induction de 'AMPK, régulateur de
I’'homéostasie énergétique, (Hardie, 2014) et de Nrf2, voie de signalisation principale des
antioxydants endogenes (Boutten 2011).

Indépendamment de I’action directe des ROS, d’autres altérations métaboliques et cellulaires

contribuent aussi au processus du vieillissement en provoquant des changements secondaires
au niveau de la production de I'énergie et au niveau de la biogénése mitochondriale.
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1.2.1.2.2 Altérations de l'intégrité des mitochondries et biogéneése

Plusieurs mécanismes convergents expliquent Ila réduction de [Iefficacité
bioénergétique avec le vieillissement.

1.2.1.2.2.1 Le métabolisme mitochondrial

De nombreux mécanismes semblent impliqués dans les voies métaboliques qui
régulent la durée de vie. Parmi eux, la fonction mitochondriale et les défenses anti-
oxydantes sont considérées comme d’importants modulateurs de la durée de vie.
Les voies de signalisation, insuline (Insulin/ IGF-1 signaling « IIS ») et mTOR (Holzenberger,
2003 ; Choi, 2011), en modulant le métabolisme mitochondrial, se révelent importantes pour
la médiation de la longévité. Voir paragraphe « deregulating Nutrient Sensing ».
Des auteurs ont ainsi proposé un modele décrivant, d’'une part les effets qui sont dus a un
dysfonctionnement de la voie IIS, et, d’autre part ceux qui sont dus aux effets de la restriction
calorique (RC) sur la fonction mitochondriale et le vieillissement. Dans ce modeéle, une
altération dans la voie de signalisation conduit a une diminution de la disponibilité du glucose
cellulaire, avec pour conséquence une augmentation cellulaire du ratio AMP/ATP, ce dernier
activant a son tour 'AMPK. Puis, 'AMPk active PGC-1la (peroxisome proliferator activator
receptor y coactivator-1a), le métabolisme mitochondrial et le taux de respiration qui a pour
résultat une production transitoire de ROS. Cette derniére stimule I'expression des enzymes
de détoxification (i.e catalase, SOD) aboutissant a la diminution des ROS et a I'augmentation
de la résistance au stress et de la longévité (Bratic et Larsson, 2013) (Figure 14).
Une diminution de la voie IGF1 « Voir paragraphe « deregulating Nutrient Sensing » est
associée a une amélioration de la fonction mitochondriale, comme cela a été démontré chez
la souris Ames a longue durée de vie (elle a de trés faibles taux d’IGF1) et chez la souris
présentant une diminution du taux de protéines substrats IRS2 (insulin receptor substrates)
(Sadagurski, 2011 ; Brown-Borg, 2011). La diminution de la voie de signalisation de l'insuline
(Insulin/ 1GF-1 signaling « IIS ») provoque une augmentation des facteurs de transcription
FOXO, lesquels induisent I'expression d’enzymes antioxydantes, telles que la manganese
superoxyde dismustase (MnSOD) et la catalase. Par voie de conséquence, des souris
déficientes en FOXO présentent des taux élevés en ROS et une déplétion en cellules souches
(Tothova, 2007).
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Figure 14 - Modele des effets dus au dysfonctionnement de la voie ISS et RC (Bratic et Larsson, 2013)

Par ailleurs, les effets de la RC sur la longévité concernent de nombreux organes et
différentes voies métaboliques. La encore, il a été suggéré que 'effet positif de la RC sur
I'incidence de maladies cardiovasculaires chez I'animal pourrait étre dii a une normalisation de
la biogénése mitochondriale, a une atténuation de la production de ROS et, en conséquence, a
une inhibition des voies de signalisation régulées par les dérivés mitochondriaux des ROS (e.g.
NF-KB) (Dai, 2012). Cela a été montré a la fois chez la souris de type sauvage et chez la souris
mutator (variant avec ADN mitochondrial déficient en ADN polymérase-y, présentant un
vieillissement précoce avec une durée de vie courte). Cette souris, soumise a un exercice
continu, peut « échapper» au phénotype de vieillissement précoce, ce qui souligne
I'importance de la biogénése des mitochondries et de leur renouvellement pour ralentir le
vieillissement (Sadfar, 2011).

Chez la drosophile, Zid et al. ont montré qu’une diminution de I'activité mTOR au cours de la
restriction calorique était associée aussi a une amélioration de la fonction mitochondriale, via
la régulation de I'expression de génes des composés de la chaine respiratoire et via 4E-BP
(Eukaryote initiation factor elFAE binding protein), une protéine phosphorylée par mTOR qui
régule la traduction des RNA et la croissance chez la mouche et les mammiféres (Zid, 2009).
On peut dire que les données actuelles suggerent que les effets bénéfiques de la RC sur la
longévité sont en partie dus a 'amélioration de la fonctionnalité des mitochondries.

Remarque : Bien que des études suggérent que ces voies sont aussi pertinentes sur la durée de
vie chez ’'homme, les mécanismes restent encore a élucider (Ziv, 2011).

Sahin et DePinho proposent un « circuit » moléculaire reliant directement les

dommages a I’ADN (raccourcissement, diminution de I'expression des génes responsables de
la stabilité et de la réparation de I’ADN) et l'altération de la biogénése et de la fonction
mitochondriale.
Le modeéle de vieillissement (modele mitochondrial télomeére-p53) dans lequel I’ADN
endommagé active p53 permet d’établir une connexion entre les dommages de 'ADNmt et le
dysfonctionnent mitochondrial par le biais de la suppression de régulateurs clés dans la
biogénése et la fonctionnalité de la mitochondrie, PGCla et PGC1B (PGC-1 related estrogen
receptor coactivator) (Sahin et De Pinho, 2012).
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Ce modele de vieillissement pourrait expliquer, d’'un coté le lent et progressif déclin, et de
I'autre la nature précipitée du vieillissement (Figure 15). Ce modele permet de mieux

comprendre comment différentes voies s’entrecroisent et convergent finalement vers la
mitochondrie.
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Figure 15 - Théorie de I'age unifiée (Sahin et DePinho, 2012)

La boucle rétroactive du cycle générerait des ROS et d’autres dérivés mitochondriaux tels que
le complexe Fe-S et NADH/NAD. Cette production de ROS génére un cycle délétére en
favorisant l'augmentation des dommages génotoxiques, particulierement au niveau des
séquences télomériques riches en Guanine, suivie d’une activation soutenue de p53, puis un
déclin mitochondrial, puis une génération de ROS encore plus importante, et ainsi de suite.
Cette augmentation des taux de ROS altere aussi les composants cellulaires, tels que I’ADNmt
qui alimente cette spirale de dommages en réprimant I'expression des génes codant pour
I’OXPHOS. Dans des conditions de sévéres dommages nucléaires ou de I’ADN mitochondrial,
ce cycle pourrait étre contourné et le phénotype de vieillissement prématuré pourrait étre le
résultat d’'une augmentation de I'apoptose dans différents tissus, comme cela a été rapporté
chez la souris mutator (forme mutante en ADN polymérase y) (Trifunovic, 2004).

De plus, plusieurs études ont montré que la RC chez la souris et le rat augmentait la biogénése
mitochondriale et la respiration mitochondriale a travers l'activation de la dé-acétylase
sirtuine 1 (SIRT 1) qui active en aval son effecteur, PPARy (peroxisome proliferator-activated
receptor), co-activateur de 1a (PCG-1a) (Rodgers, 2005). Inversement, chez la souris knockout,
SIRT1 montre une large activation de p53 et une espérance de vie abrégée (Chen, 2003).
Quant a la sirtuine 3 (SIRT 3), localisée dans la matrice mitochondriale, elle régule I'oxydation
des acides gras dans la mitochondrie par dé-acétylation réversible des enzymes métaboliques
telles que I'acétyl CoA synthétase 2 chez la souris (Hisrchey, 2010).

Hallows et al ont proposé un modeéle de régulation chez les mammiféeres des acetyl-CoA
synthétases (AceCSs) par les sirtuines 1 et 3. Les AceCSs sont inactivées par des acétyls
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transférases qui acétylent un important résidu lysine. Dans le cytoplasme, SIRT1 catalyse la
désacétylation d’AceCS1 sur la lysine 661 (souris). Dans la mitochondrie, SIRT3 catalyse la
déacétylation d’Ace CS2 sur le résidu Lysine-635 (souris). L’acétate libre, absorbé ou généré a
partir des réactions cellulaires endogénes, est converti en acétyl CoA, qui peut étre utilisé dans
différentes voies métaboliques telles que la synthése des acides gras dans le cytoplasme ou du
cycle de I'acide tricarboxylique dans la mitochondrie (Figure 17) (Hallows, 2006).

De plus, SIRT3 cible de nombreuses autres enzymes impliquées dans le métabolisme
énergétique, telles que les composés de la chaine respiratoire (Figure 16 et Figure 18) (Giralt
et Villaroya, 2012) et pourrait directement contréler la production de ROS par déacétylation
de la MnSOD, enzyme de détoxification majeure de la mitochondrie (Qiu, 2010).
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Figure 17 - SIRT3, dé-acétylase mitochondriale NAD+ dépendante (Hallows, 2006)
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Figure 18 - SIRT3 régule de nombreuses voies métaboliques impliquées dans la production d’énergie, flux des substrats,
production de ROS et détoxification (Giralt and Villaroya, 2012)

1.2.1.2.2.2 Mutation de '”ADNmt

L’ADN mitochondrial est une molécule circulaire double-brin de 16.559pb qui code
exclusivement les protéines de la chaine respiratoire. Il existe environ 4 a 10 copies par
mitochondrie. Quant aux génes nucléaires, ils codent environ pour 1500 protéines
mitochondriales dont la majorité correspond a celles de la chaine respiratoire, dont les 4 sous-
unités du complexe I, mais aussi d’autres protéines comme celles impliquées dans la
réplication, telles que la DNA pol y (DNA polymerase y) (Zapico et Ubelaker, 2013). Les genes
du génome mitochondrial sont trés sensibles aux mutations et montrent une fréquence de
mutation de I’ADNmt considérablement plus élevée que celle du génome nucléaire (Richter,
1995).
L'accumulation de divers types de délétion a été identifiée en fonction de I’dge au niveau de
tissus variés chez différentes especes, par exemple chez la souris et chez 'homme (Zhang,
1997). Parmi elles, la plus largement étudiée chez ’homme est la délétion 4977-pb, appelée
aussi « délétion commune ».
Une large étude, conduite par Meissner et al, (Meissner, 2008), a montré une augmentation
de la délétion commune avec I'adge dans le cerveau, le cceur et le muscle squelettique chez 92
sujets agés de 2 a 102 ans.

Remarque : Meissner et al ont montré une grande variabilité inter-individuelle entre les sujets
d’'une méme décade et une variabilité intra-individuelle parmi les différents tissus d’un méme
individu. Ces résultats sont en accord avec ceux d’autres études (Zhang, 1997 ; Corral-
Debrinski, 1992).

Cette délétion inclut les génes du complexe NADH déshydrogénase, cytochrome c oxydase et
ATP synthétase, tous trés importants pour la fonctionnalité de la mitochondrie. La délétion

27



commune est associée a des désordres congénitaux tels que le syndrome de Kearns-Sayre et
la maladie d’Alzheimer (Berneburg, 2006).

Plus largement, les dommages de ’ADNmt pourraient conduire a un dysfonctionnement
bioénergétique et, par conséquent, a un fonctionnement anormal de la fonction nerveuse.
C’est le cas des maladies neurodégénératives qui sont associées a une perte progressive des
neurones par apoptose et /ou nécrose (Druzhyna, 2008).

Les mutations somatiques de '’ADNmt s’accumulent dans les tissus post-mitotiques jusqu’a un
certain seuil a partir duquel I'état énergétique des cellules est altéré ; c’est pour cette raison
gue la conségquence majeure des mutations de I’ADNmt conduit a un dysfonctionnement du
métabolisme énergétique dans des tissus nécessitant de hauts niveaux d’énergie tels que le
ceeur, le muscle squelettique et le cerveau (Kujoth, 2007).

Une accumulation des mutations et délétions de I’ADN mitochondrial, qui correspondent a
des défauts du métabolisme énergétique, ont été trouvées dans la maladie Parkinson, la
maladie d’Alzheimer, la sclérose amyotrophique latérale et la maladie de Huntingdon
(Tableau 2) (Zapico et Ubelaker, 2013).

Au cours du vieillissement, I'accumulation de mutations de ’ADNmt (délétions, duplications et
mutations ponctuelles) a été mis en évidence dans une grande variété de tissus, aussi bien
chez 'homme que chez le singe et les rongeurs (Schwarze, 1995 ; Khaidakov, 2003).

Par exemple, chez la souris mutator (déficiente en polymérase y mtADN), il a été montré une
large variété de phénotypes liés a I'age, tels que la cyphose (déformation de la colonne
vertébrale), 'anémie, la perte des poils, I'alopécie, le blanchiment des poils et une durée de
vie raccourcie. De plus, les données expérimentales suggérent fortement que le grand nombre
de points de mutations dans I’ADN mitochondrial de ces souris conduit a la synthese de sous-
unités de la chaine respiratoire avec des substitutions d’acides aminés qui causent leur
instabilité (Edgar, 2009).

Pour autant, il reste a déterminer si ces altérations sont une cause ou une conséquence du
vieillissement (Hebert, 2010).

11778
10398A
PINK
Parkin
a-synuclein
4977
10398A
T414G

T477
Amyloid Precursor Proteins
(APP)
Presenilin
CwZaSOD

Tableau 2 - Maladies neurodégénératives. Mutations en lien avec la fonction mitochondriale (Zapico and Ubelaker, 2013)
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1.2.1.2.2.3 Dysfonctionnement des télomeres

Récemment, Sahin et al (Sahin, 2012) ont montré un lien direct entre télomeres et
fonctionnement mitochondrial : un dysfonctionnement des télomeéres chez des souris
transgéniques (déficientes en télomérase) conduit a l'activation de p53. A son tour, p53
exerce son réle de supresseur en se liant aux récepteurs des promoteurs PGCla et PGC1B,
régulateurs-clés de la biogénese et de la fonctionnalité des mitochondries. Les auteurs
proposent un circuit moléculaire (Figure 19) qui lie directement les dommages de I’ADN au
dysfonctionnement de la biogénése et de la fonction mitochondriale conduisant au déclin des
organes au cours du vieillissement. L'existence de cet axe est soutenu par des observations
faites i) chez des patients atteints, par exemple, du syndrome de Werner (Muftuoglu, 2008) ii)
chez des souris présentant un dysfonctionnement des télomeres qui s’accompagne d’une
altération des organes tels que les intestins, la peau et la moelle osseuse. Comme ces organes
dépendent d’un renouvellement permanent qui est médié par les cellules souches résidentes
et pro-génitrices, I'hypotheése proposée est celle d’une altération en amont des cellules
souches provoquée par l'activation de p53 et I'induction de I'arrét de la croissance, de la
sénescence et de 'apoptose dans ces organes (Sharpless, 2004).
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Figure 19 - Voie Télomeére - p53-PCG (Sahin et DePinho, 2012)

La répression des 2 co-activateurs PGC-1 a et PGC-1B s’accompagne d’une altération de la
biogénese et de la fonctionnalité des mitochondries qui conduit a un défaut de la production
de I’ATP et a une augmentation des taux de ROS. Les PGCs sont impliqués dans le métabolisme
énergétique régulant différentes voies comme I'oxydation des acides gras, la gluconéogenése
et I'assimilation du glucose. L’altération de la fonction des mitochondries et des autres voies
moléculaires pourrait également conduire au déclin fonctionnel des cellules souches et des
tissus post-mitotiques.

Si la production de ROS par la mitochondrie et 'accumulation des mutations de son ADN sont
présumées tres importantes dans le vieillissement, la dynamique membranaire des

29



mitochondries est aussi impliquée car elle est indispensable a la mitophagie ou a I’élimination
sélective des mitochondries altérées, en lien direct avec I'autophagie.

1.2.1.2.2.4 Mitophagie, vieillissement et maladies neurodégénératives

Les mitochondries ont un réle crucial dans la régulation de la mort cellulaire (Green, 2004). La
mitophagie (processus autophagique des mitochondries) est déclenchée en réponse a des
signaux pro-apoptotiques.

Les premieres études qui ont mis en évidence I'importance du role de la mitophagie et du
vieillissement cellulaire ont porté sur la levure. Ainsi, la délétion d’'une protéine membranaire
Uthlp (« youth 1P », protéine protectrice des dommages oxydatifs) a conduit a une altération
de la mitophagie et a une diminution de I'espérance de vie chez la levure (Kissova, 2004).

Bien que chez C. elegans, le blocage de I'autophagie n’ait pas de conséquence sur la durée de
vie, les vers portant la mutation daf-2 nécessitent que le processus d’autophagie soit intact
pour permettre une durée de vie maximale (Meléndez, 2003).

Chez les cellules de mammiféres, il a été rapporté de nombreuses altérations enzymatiques et
morphologiques des mitochondries (Navarro et Boveris, 2004) dont |'accumulation doit
contribuer pour une grande part au vieillissement et trés certainement au développement de
pathologies associées a I'adge. De plus, les protéines altérées peuvent se lier aux mitochondries
et compromettre leur fonctionnement (Sun, 2009).

Le dysfonctionnement mitochondrial dG au stress oxydatif est considéré comme un élément
majeur des maladies métaboliques comme le diabéte, des maladies chroniques telles
gu’Alzheimer ou Parkinson, car il conduit a une altération des fonctions cellulaires (Manczak,
2006). La majorité des maladies neurodégénératives affectant les hommes ont été reliées a
des défauts de fonctionnement des mitochondries et du processus d’autophagie.

Par exemple, des mutations récessives identifiées au niveau des genes PINK1 (Valente, 2004)
et Parkin (Kitada, 1998) dans la maladie de Parkinson (la deuxieme des maladies
neurodégératives chez 'lhomme au-dela de 50 ans) (Polymeropoulos, 1996) ont permis de
révéler un nouveau mécanisme physiopathologique de la mitochondrie. Des études conduites
a partir de lignées embryonnaires fibroblastiques de souris (PINK1- knock down) ont permis de
montrer, en suivant la perte de fluorescence mitochondriale, que PINK1 était nécessaire a
I'induction de la mitophagie (Narendra et al, 2010). Ainsi, lors d’'un dysfonctionnement
mitochondrial, PINK1 serait sélectivement stabilisé sur la membrane externe de la
mitochondrie et recruterait Parkin pour stimuler la dégradation autophagique des
mitochondries altérées via la poly-ubiquitination d’une cible protéique (non encore identifiée).
La poly-ubiquitination stimule P62 et son domaine de liaison LC3 sur la membrane de
I'autophagosome. Une fois dans I'autophagosome, la membrane de la mitochondrie peut étre
dégradée par les lysosomes au moment de la fusion lysosome- autophagosome (Figure 20).
Lors d’une mutation de l'un ou l'autre géne, les membranes dépolarisées ne sont plus
dégradées par ce processus contribuant a une caractéristique du dysfonctionnement observé
dans cette pathologie.
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Figure 20 - PINK1 et Parkin interagissent pour recruter les mitochondries par les autophagosomes et promouvoir la
mitophagie (Batlevi et La Spada, 2011).
PAS= Pre-Autophagosomal Structure

Remarque : D’autres auteurs suggérent, a partir de cellules de neuroblastomes humains (SH-
SY5Y), que le dysfonctionnement de PINK1 pourrait promouvoir un renouvellement excessif de
mitochondries non endommagées (Dagda, 2009). De plus, il n’est pas certain que l'interaction
Parkin et PINK1 soit la seule voie de I'autophagie. Plusieurs travaux réalisés chez les
mammiféres portant une mutation de PINK1 montrent que la mitophagie peut étre stimulée
par d’autres processus, tels que 'augmentation de la production de ROS ou I'augmentation de
la fission mitochondriale (Figure 21) (Youle et Van der Bliek, 2012 ; Dagda, 2009 ; Wood-
Kaczmar, 2008).

accumulation J, Autophagosome

- “'/Biogennis

Figure 21- Elimination du pool de mitochondries par fission (Youle et Van der Bliek, 2012)

Si I'on considere la dynamique membranaire mitochondriale, I'inhibition de la fission
mitochondriale, en empéchant le processus de mitophagie de se dérouler, peut conduire a
une accumulation de mitochondries endommagées (Twig, 2008).

De plus, il a été montré sur cellules humaines, que l'inhibition de la fission mitochondriale
était associée a I'accumulation de mitochondries géantes et jouait un réle dans l'induction de
cellules sénescentes (Yoon, 2006).
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Remarque : Cependant, d’autres travaux ont permis de montrer que la fission pouvait étre liée
au processus de mort des cellules neurales par apoptose, indiquant ainsi qu’un exceés de fission
est aussi délétere (Knott et Bossy-Wetze, 2008).

En résumé,
« Les ROS — ni trop, ni trop peu» pour le maintien de ’homéostasie

La mitochondrie, organisme indispensable a la vie aérobie, et a ce titre considérée comme la
centrale énergétique de la cellule, est le lieu principal de production de radicaux libres
oxygénés a des taux physiologiques indispensables dans la régulation de nombreuses voies
de signalisation et de nombreux mécanismes pour garantir ’lhoméostasie tissulaire. A coté
de cette production normale de ROS, un déréglement de leur production, conduisant a
I'accumulation de dommages oxydatifs, est responsable de nombreuses pathologies. De
méme, I'accumulation de mitochondries altérées participe au vieillissement et est associée a
certaines pathologies.

A ce jour, les mécanismes qui pourraient réverser les ROS et le dysfonctionnement des
mitochondries ne sont pas connus.

Comme pour la restriction calorique, ou il est largement décrit que I’autophagie participe a
I'augmentation de la durée de vie en inhibant la voie de signalisation Insulin/PIK3/TOR,
I’élimination des mitochondries par mitophagie pourrait aussi contribuer a I’allongement de
la durée de vie par ce méme processus.

De fagcon intéressante, Rubinsztein a récemment proposé que I'’endurance et un régime
alterné pourraient en partie potentialiser les effets bénéfiques de I'autophagie sur le
vieillissement (Rubinsztein, 2011). Cependant, I'autophagie n’est certainement pas le seul
mécanisme a travers lequel un style de vie sain et équilibré pourrait retarder le
vieillissement car de nombreuses voies additionnelles peuvent activer la longévité, comme
I’a décrit Kenyon dans le cas de la restriction calorique stricte (Kenyon, 2010).

1.2.1.3 Instabilité génomique

Le maintien de la stabilité génomique est essentiel a la croissance et a la survie

cellulaire. Cette stabilité dépend de la fidélité de la réplication de I’ADN, qui est un processus
hautement régulé impliquant de nombreux facteurs protéiques et des points de restriction
permettant a la cellule de repérer et de réparer les erreurs.
Récemment, Moskalev et al. ont émis le postulat que I'accumulation de dommages géniques
était un des dénominateurs communs au cours du processus de vieillissement (Moskalev,
2013). Ces dommages peuvent étre induits soit par des agents physiques exogenes, soit par
des agents génotoxiques endogenes qui sont des produits du métabolisme, tels que les ROS
ou encore par des réactions d’alkylation et/ou d’hydrolyse (Figure 22).
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Figure 22 - Sources et conséquences des dommages a I’ADN (Hoeijmakers, 2009)

Les instabilités génomiques sont impliquées dans plusieurs syndromes humains, dans la
prédisposition a développer divers cancers ainsi que des anomalies génétiques. Pour pouvoir
contrecarrer ces dommages qui s’accumulent avec I'age, la cellule utilise de puissants moyens
de réparation (Tableau 3 et Figure 23). Parmi les systemes qui contribuent a la stabilité du
génome, on notera les mécanismes spécifiques pour maintenir la longueur et la fonctionnalité
des télomeéres, et ceux assurant I'intégrité de ’ADNmt.

Toutesfois, quand un certain seuil de dommages est atteint, les cellules subissent un large
spectre de changements phénotypiques, depuis l'arrét cellulaire, I'apoptose ou encore la
sénescence cellulaire jusqu’a la transformation maligne (Erol, 2011).

Quant aux syndromes de vieillissement prématuré accéléré qui constituent un groupe
hétérogene de maladies rares, la plupart sont génétiguement déterminés et liés au défaut
d’au moins un géne majeur ; cependant certains d’entre eux sont associés a un défaut de
I'intégrité du génome et a des mécanismes défectueux de réparation de I’ADN. Ces derniers
sont souvent caractérisés par une grande disposition a des tumeurs malignes-telles que les
syndromes de Werner et Bloom (Burtner et Kennedy, 2010)-, alors que dans la Progéria
d’autres mécanismes sont associés a un défaut de maturation de la Lamine A entrainant un
dysfonctionnement de la matrice nucléaire avec un risque accru de diabéte et de troubles
vasculaires sans augmentation de la prédisposition au cancer.
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Figure 23 - Agents exogénes et endogénes pouvant entrainer un grand nombre de dommages de ’ADN (Lopez-Otin, 2013)
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Tableau 3 - Systemes de réparation dans différents modeéles (Moskalev, 2013)
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1.2.1.3.1 ADN nucléaire

Moskalev et al. ont montré qu’une large majorité des mutations somatiques
s’accumulent avec I'age chez les mammiféres et chez 'homme (Tableau 4) (Moskalev, 2013).
Ce phénomene s’étend a d’autres espéces telles que la levure (Wei, 2011) et la drosophile
(Garcia, 2010).

Remarque: L’influence de I'étendue de cette accumulation sur les capacités fonctionnelles des
cellules et des organes avec I'dge reste a élucider. De plus, certains dommages de I’ADN et
certaines mutations ne s’accumulent pas avec I’dge, au moins dans certains organes, comme
chez le rat (par exemple, les sites AP, larges sites de réarrangement dans le cerveau) (Tableau
4).

Enfin, le taux des mutations dépend largement de la régulation épigénétique. \/oir paragraphe
«épigénétique»

Type of DNA damage Age-dependent Spociedoefls or orgass Refereoce
alteration

Formation of abuasic sites

Apsiniclapyrimidini Increase Human eukocyres Atamna et al (2000)
sites (AP-sites) InCrease Rae Tiver ALamna et al (2000)
No change Rat brain Atamng et al (2000)
DNA axidation
B-Oxaguanine (5-cxol Increase Human seuroms [ gene promoten Lu et al.{2004)
I reas Human skrketal muscles Mecodci ef al. (1999)
Increase Rat and mouse liver, heart, bram, kidney Mamilvon et al (2001

Inrease
Increase
No change

Fraga et al (1990
fraga et al (1990
wang et al {1095

Wang et al {1f

Thyenine ghyood (TG I rease

B-Hydraxyadeoine ( 8-OkAde] Increase

DNA alkylation
O -Methyldeoxyguamne (O -medG) No change Wat thymus, Sovstomach, and small intestee Mizogochi et al (1993
T-Methylzuanine (m7Caa) Increase Rat liver Park ond Ames |1988)

DNA glycation

N carhoxyetiyl-2 -deoay panosine (CEQG Increase Mouse seacscent embryomnc fbeodilases Rreyer et al (2011)
NIHIT3

DONA cross-linkazes

DNA-DNA crosslinks (DOX1) InCrease Rabibar fyer Yamamoto e al, (1985)

DNA-progein crosshinks (DXL} Increase Mouse liver, brass, and heart frzom of al. (19899

Indigenous DNA adducts (|compounds |

Deoxyguanosnne maondialdehyde adduct { OG- MDA Increase Rae Uver, hrain, and kdney Dvaper et al {19951 Cai et al. (1996G)

DNA strand breaks

Sagle-strand hreaks (S58 No change Mouse bran, bivet, and Kedney Fuetal.[1991)
No change Human penpheral biood mononuciear cells TrReciak et al (2012
Increase Rat brain {max in cerebral cortex) Mandavilli and Ran (1996

Donbiie-stramd breaks (O50) InCrease Rt Brain Cmax m corebrdl comes aad Mandaws and Rao (1996

hippocaanpis

Tableau 4- Augmentation des dommages de ’ADN avec I’age chez les mammiféres (Moskalev, 2013)

D’autres formes de dommages de I’ADN, tels que I'aneuploidie dans le cerveau humain, ont
été aussi associés au vieillissement (Faggioli, 2011). Chez des souris transgéniques
surexprimant BuR1 (point de contréle de la division mitotique), il a été montré que cette
kinase jouait un role protecteur contre I'aneuploidie et le cancer, tout comme dans I'extension
de la durée de vie (Baker, 2013).

Remarque : Des travaux sont encore nécessaires pour évaluer la pertinence fonctionnelle de
I"aneuploidie au cours du vieillissement, et de nombreuses questions biologiques importantes
demeurent : est-ce que la fréquence de I'aneuploidie est la méme chez les jeunes adultes et les
individus dgés, aussi bien chez la souris que chez 'homme ? Est- ce que la fréquence de
I'aneuploidie est la méme pour chaque chromosome ? Ou alors la perte ou le gain d’un

35



chromosome spécifique représentent-t-ils un avantage ou un désavantage spécifique pour une
cellule a I'dge adulte, etc.?

Enfin, il est a noter que, dans une grande variété de syndromes liés a I'age, le compartiment
des cellules souches est touché par les dommages de 'ADN. Par exemple, Rossi et al. ont
montré, dans des modeéles de souris au vieillissement prématuré, que les cellules souches
hématopoiétiques étaient particulierement sensibles au stress conduisant a une perte de leur
capacité de reconstitution et de prolifération (Rossi, 2007). Voir paragraphe « cellules
souches ».

A coté des dégats de I’ADN nucléaire, I'accumulation de mutations ponctuelles ou de délétions
de 'ADNmt au cours du vieillissement chez 'homme est aussi décrite depuis longtemps
(Corral-Debrinski, 1992).

1.2.1.3.2 ADN mitochondrial

Voir paragraphe « mutation ADNmt»

Le vieillissement est associé a une expansion polyclonale des mutations de 'ADNmt
aboutissant a de nombreux types de mutations d’ADNmt différentes a des taux faibles. En
revanche, chez les patients atteints de syndromes mitochondriaux, on assiste a une expansion
monoclonale avec des taux élevés d’un seul type de mutation de 'ADNmt (Park, 2010). Ces
mutations sont « hétéroplastiques » car il existe des copies normales de 'ADNmt et quelques
copies comportant ces mutations. Des points de mutations et délétions de I'ADNmt
s’accumulent dans une grande variété de tissus chez la souris (Khaidakov, 2003), le singe
(Schwarze, 1995) et ’'homme (Corral-Debrinski, 1992).

L'hypothése d’une relation entre ces mutations et le processus du vieillissement a
naturellement été avancée. Cependant, ces mutations ne touchant qu’une trés faible
proportion de 'ADNmt total (0,01 a 0,1 %), leur responsabilité dans les processus de
vieillissement est restée trés controversée jusque dans les années 2000 (Lightowlers, 1999).
Depuis lors, quelques équipes, dont celle de Nils Larsson, ont fait progresser cette question en
construisant une souris knock-in qui exprime une forme d’ADN polymérase mitochondriale
(PolgA) mutée dans son domaine d’exonucléase mais sans modification de I'activité
polymérase (Trifunovic, 2004). La PolgA est codée par un gene nucléaire, puis transportée
dans la mitochondrie. Cette polymérase, spécifique de ’ADNmt, permet sa réplication et la
correction des erreurs qui surviennent au cours de cette réplication. La forme mutée de PolgA
permet donc une réplication normale mais ne corrige pas les erreurs de mutation (Rotig,
2004). Cette équipe a montré pour la premiere fois chez la souris mtDNA mutator une
accumulation importante de mutations de 'ADNmt. Cette augmentation somatique était
associée avec une diminution de la durée de vie et des signes de vieillissement précoce avec
des caractéristiques tres proches de celles que I'on observe chez 'lhomme (perte de poids,
diminution de la graisse sous-cutanée, alopécie, diminution de la fertilité, ostéoporose...)
(Trifunovic, 2004). De plus, le phénotype biochimique de la souris mutator renforce
I’hypothese selon laquelle les points de mutations de FADNmt créent des substitutions des
acides aminés au niveau des sous-unités de la chaine respiratoire, ce qui explique la
diminution de la stabilité observée au niveau des complexes de la chaine respiratoire (Edgar,
2009). De plus, la fonction des cellules souches de ces souris « progéroides » est
particulierement altérée (Ahlgvist, 2012), ce qui montre que le compartiment des cellules
souches est sensible aux mutations de I’ADNmt. Voir paragraphe « cellules souches »
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Il est généralement admis que des mutations somatiques de 'ADNmt sont causées par une
accumulation des dommages au cours du vieillissement (Wallace, 2001). Cependant, Larsson
propose une hypothése alternative selon laquelle la plupart des mutations sont créées en tant
gu’erreurs de réplication pendant 'embryogéneése, puis subiraient une expansion clonale au
cours I’age adulte (Larsson, 2010). En effet, il a été montré chez la souris mutator qu’une
augmentation importante des points de mutations avait lieu durant I'embryogénése.
Toutefois, les signes de vieillissement n’étaient observés qu’a I’age adulte et il n’y avait pas
d’augmentation du stress oxydatif associé (Kujoth, 2005).

L'ensemble des résultats chez la souris mutator renforce I'hypothése selon laquelle les
mutations somatiques qui sont générées pendant I'embryogénése pourraient contribuer au
vieillissement a I’age adulte.

Remarque : Des études montrant que la diminution des mutations de I'ADNmt pourrait
augmenter la durée de vie sont nécessaires pour renforcer ces hypothéses chez la souris. Enfin,
tous ces travaux ne permettent pas de conclure que ces mutations sont la cause du
vieillissement chez I’lhomme.

1.2.1.3.3 Architecture nucléaire

La maintenance a long terme de l'architecture nucléaire est essentielle pour le
fonctionnement des cellules et des tissus au cours de la vie. Le syndrome de Werner (WS), le
syndrome de Hutchinson-Gilford (HGPS) et ['ataxie télangiectasie sont des maladies
génétiques rares de vieillissement précoce qui se caractérisent par des défauts de
I'architecture nucléaire et des altérations de groupes de génes indispensables pour le
maintien de son intégrité.

WZ, maladie qui mime les effets du vieillissement normal incluant I'athérosclérose, le diabéte
et un vieillissement cutané important des I'dge de 40 ans, se caractérise par un génome
hautement instable a cause de l'altération fonctionnelle de la protéine RecQ hélicase (Yu,
1996).

HPGS, appelé Progéria, se caractérise par une mutation d’une simple base dans le gene LMNA
qui code pour la Lamin A, qui est un composant structurel essentiel de la membrane nucléaire
(Eriksson, 2003). La plupart des patients atteints de HGPS ont une mutation d'un seul
nucléotide au niveau de I'exon 11 du gene codant la lamin A (LMNA), une protéine nucléaire
qui a un processus complexe de maturation incluant la farnélisation et un processus
protéolytique par la métalloprotéinase ZMPSTE24-FACE-1. Cette mutation aboutit finalement
a une isoforme prelamin A, tronquée farnesylée, appelée progérin, qui s’accumule au niveau
de la membrane nucléaire et altere de fagon importante son architecture, conduisant a des
signes cliniques qui ressemblent a ceux observés au cours du vieillissement normal chez
'homme : perte des cheveux, vieillissement accéléré de la peau (rides, diminution en
épaisseur), athérosclérose...(Hennekam, 2006) et durée de vie écourtée (15 ans en moyenne)
en raison de ce vieillissement prématuré (Varela, 2008).

Grace a des techniques soit d’incorporations d’oligonucléotides en tant qu’ inhibiteurs du site
muté de LMNA, soit d’injections d’une combinaison de statines, ou encore d’inhibiteurs de
farnesyltransferase, le lien de causalité entre les altérations de la Lamine A et le vieillissement
prématuré a pu étre établi a partir de modeéles de souris HGPS qui ont montré un retard dans
I’enclenchement du processus de vieillissement et un allongement de leur durée de vie alors

37



qgue leur taux de prelamin A ou progérine diminuait (Scaffidi et Misteli, 2006 ; Varela, 2008;
Yang, 2005).

Scaffidi et Misteli (Scaffidi et Misteli, 2006) ont aussi détecté ce variant d’épissage tronqué
(prelamin A) chez des humains agés, ce qui renforce I’'hypothése de modifications de la lamine
A dans le processus de vieillissement normal. De plus, HGPS et vieillissement chronologique
« normal » partagent des voies de signalisation communes dont celle de I’activation de p53
(Varela, 2005).

L’hypothese du rble de la Lamine A dans le processus du vieillissement est renforcée par des
données récentes obtenues a partir de cellules neuronales de C. elegans : chez les vers agés,
des changements de I'architecture nucléaire et une diminution de la durée de vie ont été mis
en évidence (Haithcock, 2005).

L’exploration de la Progeria et des maladies apparentées du vieillissement s’inscrit dans une
démarche de recherche translationnelle. L'exploration et [I'identification des causes
moléculaires de ces pathologies en tant que modeles de maladies extrémement graves, a
permis a la fois de comprendre certains des mécanismes associés au vieillissement naturel et
d’identifier des pistes pour la compréhension et le traitement de ces pathologies chez des
enfants atteints de ces maladies, par des inhibiteurs de farnésyltransférases (Lonafarnib) par
exemple (Young, 2014) ou encore par des stratégies de recombinaisons homologues
développées pour corriger les mutations de LMNA dans des cellules souches pluripotentes
(iPSCs), dérivées de patients HGPS, qui ouvrent la voie a de futures thérapies cellulaires (Liu,
2011).

Remarque : Aucun des syndromes progéroides n’imite parfaitement ou complétement le
vieillissement naturel. Certes, tous ces syndromes sont caractérisés par un vieillissement
prématuré et accéléré mais ils restent segmentaires.

1.2.1.4 Raccourcissement des télomeres

Séquences d’ADN répétitives (TTAGGG, chez tous les vertébrés)n associées a un complexe
protéique de six protéines (TRF1, TRF2, TIN2, POT1, RAP1 et TPP1) appelé « complexe
Shelterin » (connu aussi sous le nom de télosome), les télomeres protégent I'extrémité de
I’ADN de la réparation des dommages a I’ADN, de leur dégradation et de leur recombinaison
(Chan, 2004 ; Palm et de Lange, 2008) (Figure 24). Ainsi, les marqueurs des dommages de
I’ADN (DNA damage response en anglais ou DDR) au niveau des télomeéres s’accumulent et
déclenchent une DDR persistante et la sénescence cellulaire (Fumagalli, 2012).

Les téloméres sont générés par une réverse transcriptase appelée télomérase (télomérase
réverse transcriptase ou Tert), une enzyme cellulaire capable d’ajouter des séquences d’ADN
de novo aux extrémités 3’-OH des brins riches en Guanosine (Greider et Blackburn, 1985)
(Figure 25).
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Figure 24 - Télomeéres de lympocytes humains normaux sont visualisés par fluorescence quantitative - hybridation in situ
(Aubert et Landsorp, 2008)
Télomeres (jaune) et chromosomes (bleu)

AATCCC
TTAGGGTTAGGGTITAGGG Tert

Recombination-based ALT

Figure 25 - Mécanisme d’élongation des télomeéres (Blasco, 2007)
La télomérase est le principal mécanisme d’élongation des téloméres. Elle est composée de 2 molécules de Tert associées a 2
sous-unités de Terc qui contiennent une matrice (molécule d’ARN) pour la synthese de novo.

Alors que les eucaryotes unicellulaires possedent des quantités de télomérases illimitées avec
un maintien constant de la longueur des téloméres, la plupart des eucaryotes pluricellulaires
ont des quantités limitées de télomérases associées a un raccourcissement des télomeéres. Ce
raccourcissement a lieu a chaque cycle cellulaire jusqu’a atteindre progressivement une taille
critique qui entraine un arrét des divisions cellulaires : c’est la sénescence réplicative (Hayflick,
1965) (Figure 26A).

Au cours du processus menant a 'arrét des divisions, les télomeéres subissent de nombreux
changements, notamment vis-a-vis des mécanismes de réponse aux dommages a I'’ADN
(d’Adda di Fragagna, 2003). Ainsi, les télomeres forment une structure essentielle dans le
contréle de la stabilité du génome et de la viabilité cellulaire. Ils permettent de maintenir
I’équilibre entre le vieillissement cellulaire et le risque de prolifération cellulaire incontrolée
associée aux cancers (Harley, 1990).

Par ailleurs, Bodnar et al. ont montré, sur des cultures cellulaires in vitro, un lien causal entre
le raccourcissement des télomeres et la sénescence cellulaire: I'introduction de la télomérase
dans les cultures cellulaires a permis d’augmenter la taille des télomeéres et le nombre de
divisions cellulaires au moins de 20 fois, dépassant ainsi leur durée de vie normale (Bodnar,
1998) (Figure 26B).

Bien que la télomérase soit le principal mécanisme d’élongation des télomeres il a été mis en
évidence chez la levure une voie alternative pour maintenir la longueur des télomeres
impliquant trés certainement un mécanisme de recombinaison (les télomeres courts auraient
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un fort pouvoir recombinant). Celle voie alternative, appelée « Alternative Lengthening of
Telomeres ou « ALT », pourrait aussi exister dans les cellules humaines, mais les mécanismes
restent encore a élucider (Lundblad, 2002). (Figure 26C et Figure 27).
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Figure 26 - Télomeéres et sénescence
(A) Comportement théorique d’une population des cellules humaines (fibroblastes) d’aprés les observations de Harley et
Hayflick (Harley, 1990 ; Hayflick, 1965).
(B) Effet de la réactivation de la télomérase sur cellules humaines normales (cellules rétiniennes et fibroblastes) (Bodnar,
1998).
(C) Comportement typique d’une population de S. Cerevisiae en culture liquide aprés perte de la télomérase (Lundblad, 2002).
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Figure 27 - Mécanisme alternatif « ALT » d’élongation des télomeéres dans les cellules déficientes en télomérase (Blasco,
2007)

Chez ’lhomme, la plupart des cellules somatiques ne posseédent pas la télomérase. La
télomérase est exprimée dans la lignée germinale, les cellules tumorales, les tissus
embryonnaires, les lymphocytes et les cellules souches en lien avec la capacité proliférative de
ces cellules (Harle-Bachor et Boukamp, 1996).

Initialement, ce sont les dyskératoses congénitales - désordres caractérisés par une mortalité
précoce due a un dysfonctionnement de la moelle osseuse - qui ont permis d’étudier les
maladies liées a des mutations de la télomérase. Les familles atteintes de cette maladie
présentent un dysfonctionnement de leur moelle osseuse lié a un raccourcissement progressif
des téloméres (Mitchell, 1999). Dans tous les cas, les patients présentant des téloméres courts
indiquent qu’il existe une valeur seuil de la longueur des télomeres compatible avec une
absence de maladie. Ces observations ont permis de montrer que la longueur des télomeres
était un facteur important de la pénétrance de cette maladie chez les porteurs de la mutation.
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Remarque : On ne sait pas si des téloméres courts en absence de mutation peuvent conduire a
cette maladie liée a I'dge.

De plus, de nombreuses pathologies liées a I’dge, ainsi que des syndromes de vieillissement
prématuré (syndrome de Werner, anémie de Fanconi, ataxie télangiectasie), sont caractérisés
par un taux de raccourcissement des télomeres supérieur a la normale, ce qui renforce
I’existence d’un lien causal entre ce raccourcissement et le vieillissement.

Remarque : Il manque des preuves directes pour soutenir cette hypothése.

Plus généralement, la longueur moyenne des télomeéres s’avere spécifique de I'espéce et peut
varier en fonction du type cellulaire et de I’age (Lejnine, 1995). Des études récentes, dans un
double contexte - a la fois physiologique et pathologique - ont montré I'existence de
mécanismes spécifiques au niveau des chromosomes de régulation de la longueur des
télomeéres, déterminant un profil de longueur télomérique héréditaire et maintenu au cours
de la vie (Gilson et Londofio-Vallejo, 2007). Cela suggere qu’il est avantageux de posséder des
téloméres courts et longs dans une méme cellule. Par exemple, quelques télomeres
sentinelles, ceux présentant les longueurs les plus courtes, pourraient préférentiellement
déclencher I'arrét du cycle cellulaire avant que les autres télomeres ne deviennent trop courts
et instables, permettant ainsi de limiter I'extension des réarrangements chromosomiques en
cas de prolifération excessive (Zou, 2004).

Néanmoins, avec I'adge, on assiste a un raccourcissement des téloméres dans tous les tissus
humains étudiés (Collins et Mitchell, 2002).

Enfin, chez I’'homme, une méta-analyse a permis de caractériser la longueur des télomeres
comme un biomarqueur prédictif du risque de mortalité, ce lien était d’autant plus faible que
I’age augmentait (Boonekamp, 2013).

Chez la souris, déficiente en Tert, une accélération du raccourcissement des télomeres a été
associée a une diminution de la durée de vie, ce phénomene s’accentuant au fur et a mesure
des générations jusqu’a provoquer l'infertilité des males et des femelles (Herrera, 1999).
Récemment, des travaux ont permis de montrer que le vieillissement pouvait étre réversé par
une réactivation de la réverse transcriptase chez des souris agées (Jaskelioff, 2011). La
thérapie génique, par transduction virale systémique de télomérase, chez la souris de
phénotype sauvage, a permis de montrer le réle de mTERT dans le vieillissement biologique,
avec une amélioration de la santé et un rallongement de la durée de vie chez la souris sans
augmenter l'incidence des cancers (Bernardes de Jesus, 2012).

Inversement, la majorité des tumeurs et des lignées de cellules immortelles possedent des
taux élevés de télomérase que l'on pense responsables du maintien de la croissance en
prévenant le raccourcissement des télomeres et en contournant la sénescence et I'apoptose
(Blasco, 2007).

Remarque : Bien qu’une trés grande majorité des travaux permettent de conclure que le
vieillissement chronologique s’accompagne d’un raccourcissement des téloméres, quelques
exceptions demeurent. En effet, chez I'oursin, la comparaison des espéces a courte durée de vie
(Lytechinus variegatus, 3 a 4 ans) et a longue durée de vie (Strogylocentrotus franciscanus,
plus de 100 ans) n’a pas permis de mettre en évidence une association entre I'dge et le
raccourcissement des télomeres (Francis, 2006). Enfin, la perte de téloméres dans certains cas
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peut conduire a des réarrangements chromosomiques qui peuvent favoriser la progression
tumorale (Hackett et Greider, 2002).

De récents travaux ont aussi suggéré que les facteurs environnementaux tels qu’un stress
élevé, le tabagisme et le niveau socio-économique bas sont corrélés avec des télomeéres courts
(Valdes, 2005 ; Epel, 2004). Des télomeéres courts ont aussi été associés a I'obésité, certaines
caractéristiques du vieillissement comme la déminéralisation osseuse, un risque élevé de mort
prématurée et le développement de cancers et de maladies vasculaires (Gilson et Londofio-
Vallejo, 2007).

Remarque : Toutes ces observations préliminaires n’ont pas été reproduites.

Bien que la contribution des télomeres au vieillissement et a la transformation maligne soit
fortement suggérée a partir de modeéles cellulaires et murins, les mécanismes qui pourraient
expliquer chez ’'homme le réle des télomeres et son lien causal avec le vieillissement restent a
mieux définir.

En effet, d’'une part le raccourcissement des télomeres est lié au vieillissement en induisant
I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire in vivo, puis la perte cellulaire et le dysfonctionnement
tissulaire; d’autre part le raccourcissement des téloméres peut aussi altérer la capacité des
cellules souches a régénérer les tissus, conduisant a une altération tissulaire. Armanios et al
ont aussi montré que des souris possédant la télomérase mais avec des téloméres courts
développaient des défauts dégénératifs, aussi bien au niveau des systemes hématopoiétiques,
gu’immunitaires (Armanios, 2009). Par conséquent, I'intégrité de télomeres est controlée par
des mécanismes intrinséques et extrinseques suggérant des liens inattendus entre les
altérations de I’ADN télomérique, I'immunité, le systeme hématopoiétique et le cancer. Par
exemple, dans une étude récente, la surexpression de TRF2 (Telomeric Repeat binding Factor
2) dans les cellules tumorales diminue leur capacité a recruter et a activer les cellules NK
(Natural Kilker) et conduit a une augmentation de la croissance tumorale et a une diminution
de la survie globale (Biroccio, 2013).

En maintenant 'homéostasie et I'intégrité des télomeéres, la télomérase joue un réle crucial
dans I'immortalité cellulaire et la tumorogénése (Shay et Wright, 2011).

Chez le homard (Homarus americanus), qui grandit toute sa vie et chez qui I'occurrence de la
sénescence est faible, la télomérase a été identifiée dans tous les organes. Les auteurs
suggerent que la télomérase est un mécanisme conservé pour maintenir la capacité de
prolifération a long terme des cellules en prévenant la sénescence, non seulement dans les
stades précoces de I‘embryogénése, mais aussi dans les organismes adultes (Klapper, 1998).

La télomérase est aussi décrite comme ayant une activité indépendante dans plusieurs
fonctions cellulaires essentielles comme la régulation de I'expression génique, la fonction
mitochondriale, la survie cellulaire, la transformation cellulaire etc., sans que les mécanismes
moléculaires et les voies de signalisation soient élucidées. Des données récentes ont permis
de montrer que la télomérase pouvait étre un modulateur de la voie de signalisation NF-KB
(facteurs nucléaires de transcriptions inductibles qui régulent I'expression d’'un grand nombre
de génes en réponse a des stimuli physiologiques et pathologiques et autres stress) et réguler
I'expression des MMP9 (composant majeur de la membrane basale impliqué dans la
progression tumorale) (Ding, 2013).

Enfin, de plus en plus de données publiées montrent que les télomeres sont sous controle
épigénétique (Garcia-Cao, 2004). A linstar de ce qui a été décrit chez la levure et chez la
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drosophile, la structure de la chromatine aussi se révéle importante dans la régulation et le
fonctionnement des télomeres et des régions subtélomériques chez les mammiféres. Des
modifications des histones dans les régions télomériques ou des méthylations de ’ADN dans
les régions subtélomériques sont corrélées avec la dérégulation de la longueur des télomeres.
Cela suggere I'existence d’une structure épigénétiquement régulée au niveau des téloméres et
qui est importante pour le contréle de leur longueur (Blasco, 2007).

1.2.1.5 Altérations épigénétiques

Depuis la naissance de I'épigénétique en 1942, la définition de cette science n’a cessé
d’évoluer. Actuellement, le terme « épigénétique » se référe a un ensemble de mécanismes
moléculaires modulant I'expression génique sans altération des séquences nucléotidiques. Ces
caractéeres héréditaires au cours des divisions cellulaires sont généralement réversibles ou
« reprogrammables ».

Ainsi, chacun hérite d’une information génétique portée par I’ADN et transmise par les lois de
Mendel, et une information épigénétique non portée par I’ADN et dont les bases moléculaires
ne sont que partiellement élucidées.

Les mécanismes épigénétiques comprennent une variété de modifications chimiques du
matériel génétique qui se superposent au génotype pour former |'épigénotype, ainsi que
I'intervention d’ARN non codants agissant de facon indirecte sur I'expression des génes.
Récemment, Berger et al ont proposé une description des phases successives des
modifications épigénétiques (Figure 28) permettant de mieux comprendre les différents
mécanismes liés a la transmission épigénétique (Berger, 2009).
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Figure 28 - Les différents mécanismes liés a la transmission épigénétique (Berger, 2009)
Une modification épigénétique résulte de 3 événements successifs:
-le signal « Epigéniteur » est un changement transitoire de I'environnement cellulaire.
-le signal « Initiateur épigénétique » traduit le signal épigéniteur en une modification locale et ciblée de la chromatine.
-le signal « Stabilisateur épigénétique » fige la modification de la chromatine par divers processus (méthylation de I’ADN ou
des histones, déacétylation des histones).
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Les modifications épigénétiques englobent une grande variété de mécanismes qui peuvent
cibler 'ADN (méthylation des résidus cytosine précédant un résidu Guanine nommée
« CpG »), 'ARN ou les protéines au niveau de la chromatine (méthylation, acétylation,
phosphorylation et ubiquitination (Korkmaz, 2011) etc.

Alors que les modifications épigénétiques sont I'objet d’'une recherche intense depuis des
années en cancérologie, le « vieillissement épigénétique » est une discipline émergente.

1.2.1.5.1 Méthylation de ’ADN

La méthylation de 'ADN met en ceuvre des enzymes spécialisées, les DNA méthyl-
transférases (DNMTs) capables de maintenir le profil de méthylation au cours des divisions
cellulaires ou bien de méthyler 'ADN de novo, notamment au niveau des séquences
régulatrices des genes, conduisant a une mise en silence de leur expression.

Les toutes premieres études réalisées a partir des années 80 ont permis d’identifier une
diminution du profil global du taux de méthylation avec I’age dans divers tissus de rongeurs
et chez 'homme (Wilson et Jones, 1983 ; Tawa, 1990 ; Fuke, 2004 ; Bollati, 2009).

Remarque : Inversement, des études menées sur des jumeaux homozygotes ont permis de
révéler I'accumulation de variants épigénétiques avec I’Gge (Fraga et Esteller, 2005). Bien que
ces changements, identifiés par « genome wide scan », n’aient pas pu étre reproduits par
Bocklandt et al, ces derniers ont cependant identifié un sous-groupe de loci hautement corrélés
a I'dge (prés de 88 sites CpG pour lesquels le pourcentage de méthylation a partir de
prélévements de salive est significativement corrélé a I’dge). De fagon intéressante, les auteurs
ont pu établir un modéle prédictif de I’dge basé sur le statut de méthylation de 2 cytosines
dans le génome, expliquant 73% de la variance de I"dge (Bocklandt, 2011). La corrélation du
degré de méthylation avec I'dge a aussi été montrée a partir de préléevements de sang et au
travers d’une étude portant sur 230 paires de jumeaux monozygotes dgés de 18 a 89 ans
(Talens, 2012).

Par ailleurs, de nombreuses autres études ont mis en évidence des genes ou des régions
génomiques qui sont soit hyperméthylées soit hypométhylées au cours du vieillissement. Par
exemple, I'hyperméthylation, mise en évidence préférentiellement dans les ilots CpG
(Christensen, 2009), a aussi été détectée au niveau des promoteurs bivalents (contenant la
marque activatrice H3K4m3 et la marque suppressive H3K27m3) qui sont associés aux genes
de développement (Rakyan, 2010), ainsi qu’au niveau des cibles des protéines Polycomb
(Teschendorff, 2010).

Remarque : Si de nombreux changements liés a I'Gge sont tissus dépendants, de nombreuses
études ont aussi montré que les signatures CpG liées a I’Gge peuvent étre définies
indépendamment du type de tissu, du sexe (Horvath, 2013)...

La perte du taux global de méthylation au cours du vieillissement est probablement due a une
démeéthylation de I’hétérochromatine comme une conséquence de la perte d’efficacité
progressive de DNMT1 (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1, enzyme codée par le géne
DNMT1 chez ’lhomme) ou/et d’un ciblage erroné de I’enzyme par d’autres cofacteurs (Fraga,
2007-a). Néanmoins, cette hypothése nécessite d’étre confirmée. Il est aussi possible que la
réponse naturelle de la cellule a une perte de méthylation dans les séquences d’ADN répétées
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soit une surexpression de ’ADN de novo méthylase DNMT3b, comme cela a été observé dans
des cultures de fibroblastes humains (Casillas MA, 2003).

Comme I’hypométhylation globale de I’ADN, I'hyperméthylation aberrante des régions
promotrices et la légere surexpression de la DNMT sont connues dans les altérations
épigénétiques de cancers, Fraga a émis I'"hypothése que I'accumulation de ces altérations
épigénétiques au cours du vieillissement contribue directement a la transformation
tumurogéene. Cependant, cette hypothése n’a pas été directement démontrée selon un point
de vue mécanistique (Figure 29 et Figure 30) (Fraga et Esteller, 2007-a; Fraga, 2007-b).
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Figure 29 - L’épigénome de cellules normales, agées et cancéreuses. (Fraga et Esteller, 2007-a)
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Figure 30 - Evolution des mécanismes moléculaires épigénétiques au cours du vieillissement et du cancer (Fraga, 2007-b)
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1.2.1.5.2 Silence épigénétique des génes progéroides

Des études récentes ont montré que l'inactivation épigénétique de génes associés aux

syndromes de Werner et d’Hutchinson-Gilford, i.e respectivement le gene WRN qui code pour
un membre d’hélicases de la famille RecQ et le gene LMNA qui code pour un géne nucléaire
lamin A/C, peut aussi contribuer directement a la transformation maligne.
Le géne lamin A/C a été le premier géne identifié¢ comme impliqué dans I’dge par son activité
de suppression de tumeur. Il est fréquemment réprimé dans des cancers tels que leucémie et
lymphomes qui sont associés a des régions promotrices hyperméthylées (Agrelo, 2005). Quant
au géne WRN, il est souvent réprimé par les régions promotrices hyperméthylées riches en
CpG dans le cancer chez ’lhomme (Agrelo, 2006).

1.2.1.5.3 Modification des histones

Des études récentes montrent que les modifications de la méthylation des histones ont
un role dans la régulation de la durée de vie des organismes et du vieillissement. De plus en
plus de données mettent en exergue que le taux global de méthylation se modifie avec I'age. Il
faut noter que la perte de I'équilibre entre les marqueurs de méthylation stables et instables
dans les cellules souches chez I'adulte pourrait contribuer au déclin de la fonctionnalité du
tissu avec I'age (Pollina et Brunet, 2011). Plus particulierement, les taux de méthylation
H4K20m3 augmentent avec I’'age dans le cerveau des souris (Wang, 2010) et dans le foie des
rats (Sarg, 2002), mais des taux de méthylation H4K27m3 diminuent dans les cellules
somatiques de C. elegans (Maures, 2011). Chez la drosophile, il a été décrit une diminution du
taux de H3K9me2, mais aussi une augmentation de H3K9me3 (Larson, 2012 ; Wood, 2010).
L'hétérochromatine semble diminuer dans des cellules de sujets agés ou encore dans des
cellules de patients atteints du syndrome de Hutchinson-Gillford (Scaffidi et Misteli, 2005 ;
Scaffidi and Misteli, 2006). Les cellules de sujets avec HPGS ont une augmentation du taux de
H3K27me3 sur le chromosome X ainsi qu’une diminution du taux de H3K27
trimethyltransferase EZH2 (Shumaker, 2006). L'ensemble de ces résultats suggére un lien
causal de ces modifications avec I'age (Greer, 2014 ; McCauley et Dang, 2014) (Tableau 5).
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Model Tissu Modification Change Reference

C. elegans Cellules somatiques | H4K27me3 Diminution (Maures, 2011)

Drosophile Animal entier H3K4me3 Diminution (Wood, 2010)
Animal entier H3K9me3 Augmentation (Wood, 2010)
Animal entier H3K36me3 Diminution (Wood, 2010)
Animal entier H3K9me2 Diminution (Larson, 2012)

Mammiféres Rein et foie de rat H4K20me3 Augmentation (Sarg, 2002)
Cerveau souris H4K20mel Diminution (Wang, 2010)
Cerveau souris H3K27me3 Augmentation (Wang, 2010)
Cerveau souris H3K36me3 Diminution (Wang, 2010)
Cerveau souris H3K79mel/2 Augmentation (Wang, 2010)
Cerveau macaque H3K4me2 Augmentation (Han, 2012)

HPGS Fibroblastes H4K20me3 Augmentation (Shumaker, 2006)
Fibroblastes H3K9me3 Diminution (Shumaker, 2006)
Fibroblastes H3K27me3 Diminution (Shumaker, 2006)

Tableau 5 - Modification des histones (changements du taux global de méthylation) associée a I'age

Malgré quelques données conflictuelles en fonction des modeéles étudiés, il y a une

tendance a I'augmentation des marqueurs d’histone « activateurs » (H3K4me2/3, H3K36me3)
et a la diminution des marqueurs « répressifs » (H3K27me3, H3K9me2/3) indicatifs d’un
génome euchromatique, plus activement transcrit. Cela est en accord avec des observations
préliminaires montrant une conformation de chromatine ouverte dans les cellules et
organismes agés (Tsurumi et Li, 2012). Il est possible qu’un des roles de la chromatine
décondensée dans les organismes agés soit de promouvoir la transcription de genes ayant des
fonctions anti-age (Han, 2012), méme si une telle conformation est le plus souvent associée
avec une augmentation de I'expression de genes délétéres (Tsurumi et Li, 2012).
Bien que I'ensemble des études citées ci-dessus montrent une dérégulation de la méthylation
des histones, on ne sait pas si ces changements sont une cause ou un effet du processus de
vieillissement. McCauley et Wang, dans leur revue publiée en 2014 dédiée a la méthylation
des histones, ont rassemblé les données de plusieurs études. Ces dernieres suggérent
fortement le réle causal de la méthylation des histones dans le vieillissement (Tableau 6).

Remarque : Néanmoins, les mécanismes par lesquels les méthylases et les déméthylases
identifiées régulent la durée de vie restent a déterminer.
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System Protein Effect Mark

C. elegans urx-1* increase lifespan H3K27me3
ASH-2 increase lifespan H3K4me3
SET-2 increase lifespan H3K4me3
WDR-5** increase lifespan H3K4me3
RPD-2 decrease lifespan H3K4me3
SET-15 increase lifespan
SET-9 increase lifespan none found
SET-26 increase lifespan none found
ISD-1 increase lifespan
MES-2 increase lifespan
MJD-2 increase lifespan
T26A5 increase lifespan

Drosophila E(z) increase lifespan
Esc increase lifespan

Mammnals Goa* inhibit SASP
Gt inhibit SASP

Tableau 6 — Régulation du vieillissement par des histones méthhyltranférases et déméthylases (McCauley et Dang, 2014)

D’autres mécanismes épigénétiques font intervenir des histones déacétylases ou

sirtuines (une famille de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) dépendante déacétylase)
considérées comme des molécules-clés dans la régulation de I'age mais aussi des maladies
incluant cancers, désordres métaboliques et maladies neurodégénératives (Park, 2013).
Chez la levure, il a été montré que la délétion du géne sir-2 était associée a une diminution de
la durée de vie, alors que la surexpression de ce gene induisait un rallongement de la durée de
vie (Guarente, 2011). Des études sur d’autres modeles ont rapporté que la stimulation de
I'expression de genes orthologues chez C.elegans (sir-2.1) et la drosophile (dSir2) pouvait aussi
rallonger la durée de vie (Tissenbaum et Guarente, 2001).

Remarque : Cette observation a été récemment considérée comme modeste chez C. elegans
(Viswanathan et Guarente, 2011), et le réle des sirtuines dans la régulation de la longévité chez
C.elegans et la drosophile est controversé (Burnett, 2011).

Chez la souris, une délétion ou surexpression de SIRT1 a permis de caractériser ce géne
comme un régulateur positif de la longueur des télomeres, car SIRT1 atténuait le
raccourcissement des télomeres associé a |'dge (Palacios, 2010). De plus, sa surexpression
permet d’améliorer des aspects de la santé au cours du vieillissement (amélioration de la
protection hépatigue des dommages de I’ADN et métaboliques) mais sans augmenter la
longévité (Herranz, 2010).

Comme son homologue Sir2, SIRT1 est impliqué dans la sénescence réplicative et pourrait,
selon d’autres auteurs, avoir un réle dans la longévité chez les mammiferes (Sauve, 2006 ;
Maiese, 2011). De plus, des études récentes ont aussi démontré que SIRT1 régulait des
processus métaboliques et physiologiques interconnectés, tels que la résistance au stress, le
métabolisme, I'apoptose, I'inflammation (Xie, 2013, Maiese, 2011), la régulation de facteurs
transcriptionnels et I'amélioration de la stabilité génomique (Dai et Faller, 2008) (Figure 31 et
Figure 32).
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Figure 31 - Maiese, 2011

“Cell signaling pathways of SIRT1. The RNA binding protein HUR and a nuclear protein active regulator of SIRT1 (AROS) can
promote SIRT1 activity. AMP activated protein kinase (AMPK) can activate SIRT1 through increasing the level of NAD+/NADH
ratio, but there exists a positive feedback, activated SIRT1 deacetylates the serine-threonine liver kinase B1 (LKB1) and
subsequently activates AMPK. In contrast, hypermethylated in cancer 1 (HIC1) and deleted in breast cancer 1 (DBC1)
negatively regulates the activity of SIRT1. Downstream of SIRT1 are the FoxO transcription factors, peroxisome proliferators-
activated receptor coactivator-la (PGC-la), protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B), p53, nuclear factor-kB (NF-kB),
apoptotic transcription regulator E2F1, and the uncoupling protein gene UCP2. SIRT1 can, through modulating its multiple
targets, regulate lipid metabolism, insulin secretion and sensitivity, mitochondrial function, and cell survival.”
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Figure 32 - Dai and Faller, 2008
“Sirtuins regulates multiple aspects of transcription. SIRT1 can deacetylate transcription factors (TF) and regulate their
functions by altering their sub-cellular location, changing their expression level, altering their binding to DNA and changing
their interactions with regulatory proteins. SIRT1 can also directly deacetylate co-repressor or co-activator, histone and
interact with chromatin remodeling proteins to regulate transcription.”

Bien que le role des 7 sirtuines (SIRT1 a SIRT7) chez les mammiféres (homologues de la Sir2
chez la levure) dans la régulation de la longévité ne soit pas trés clair (Baur, 2010), des études
menées chez la souris ont montré récemment que SIRT6 augmentait leur durée de vie. Des
souris déficientes en Sirt6 (Sirt6-/-) et d’apparence normale a la naissance présentaient des
syndromes dégénératifs de vieillissement prématuré dés trois semaines, et mouraient
rapidement (Mostoslavsky, 2006). Des souris males transgéniques surexprimant SIRT6 avaient
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une durée de vie plus longue que les animaux-contréles associés a des modifications ou a des
altérations des marqueurs de la voie de signalisation de I'insuline par exemple une diminution
des taux sériques IGF1 (Kanfi, 2012). Par ailleurs, grace aux méthodes bio-informatiques
appliquées a la génomique, des études ont montré qu’une déficience en SIRT6 conduisait a
une activation de nombreux programmes transcriptionnels identiques a ceux observés dans
les issus agés, tels que les génes contrbélés par NF- kB (Kawahara, 2009). Enfin, SIRT 6
contribue a la longévité grace a son réle dans la stabilité génomique (Mostoslavsky, 2006) et
I’'hnoméostasie du métabolisme glucidique par désacétylation de I’histone H3K9 (Kawahara,
2009).

Chez I’'homme, SIRT3 (localisée dans la membrane interne de la mitochondrie) est directement
lige a la longévité et hautement exprimée chez les individus a longue vie (Bellizzi, 2005). Plus
récemment, la surexpression de SIRT3 a permis d’améliorer la capacité régénérative des
cellules hématopoiétiques agées (Brown, 2013).

En résumé chez les mammiféres, SIRT1, SIRT3 et SIRT6 contribuent a I’'amélioration de I’état
de santé et a I'allongement de la durée de vie (Figure 33).

Remarque : Il reste a déterminer si les sirtuines sont capables simplement de s’opposer au
vieillissement, voire de le rendre réversible ou encore sont associées au vieillissement (Brown,
2013).

Calorie restriction
Resveratrol / J, \
\
SIRT1 SIRT3 SIRTé
FOXO01, PGC1a, eNOS, PPARy  IDH2, SOD2 H3K9, H3K56

| | |

Insulin sensitivity > s -
Mitochondrial activity | |Mitochondrial biogenesis | | DNA stabilization

Endothelial function Redox regulation & repair
Fat mobilization \L

\ Glucosellipid homeostasis (+)
Vascular function (+)
Cardiac function (+)
Tumor (-)
Inflammation (-)

Telomere shortening (-)

|

Longevity
Figure 33 - Park, 2013
SIRTs-mediated pathways that induce anti-aging effect of CR in mammals. (+), enhancement; (-), inhibition
Abbreviations: NOS, endothelial nitric oxide synthase; FOXO, forkhead box O; GDH, glutamate dehydrogenase; H3K9, histone
H3 lysine 9; H3K56, histone H3 lysine 56; IDH2, isocitrate dehydrogenase 2; NF-kB, nuclear factor-kB; PGC1 a, peroxisome
proliferator-activated receptor-y co-activator 1a; SOD2, superoxide dismutase 2.
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1.2.1.5.4 Remodelage de la chromatine

Le vieillissement physiologique ou prématuré est caractérisé par de multiples défauts
au niveau de la structure de la chromatine (Feser et Tyler, 2011).

Quelques-uns de ces changements chez la levure sont responsables du phénotype associé au
vieillissement (Dang, 2009).

Chez ’'homme, des cultures de cellules d’une patiente atteinte de HGPS (syndrome de
Hutchinson-Gilford) et exprimant la progérine (une forme mutante tronquée de la lamin A)
ont permis d’identifier, au niveau de la morphologie du noyau, des anomalies liées a des
altérations de I'hétérochromatine et de la méthylation des histones (Shumaker, 2006).
Plusieurs études ont montré que les modifications au niveau de I’ADN et des histones agissent
de concert avec des protéines chromosomales-clés, telles que la protéine de
I’hétérochromatine 1la (HP1la) et les facteurs chromatiniens remodelant i.e les protéines du
groupe Polycomb (PcG), le groupe Trithorax (TrxG) et le complexe NuRD (NUcleosme
Remodelling Deacetylase), dont les taux diminuent avec I'age aussi bien dans les cellules
normales que pathologiques agées (Pegoraro, 2009 ; Pollina et Brunet, 2011). Par ailleurs, le
lien causal entre ces altérations de la chromatine et le vieillissement a pu étre été mis en
évidence chez la drosophile : une surexpression d’une protéine de la chromatine (HPla)
rallonge la durée de vie et retarde l'altération de l'intégrité musculaire caractéristique du
vieillissement dans ce modeéle (Larson, 2012 ; Demontis et Perrimon, 2009). De plus, une
étude des modifications des signatures épigénétiques au cours du vieillissement chez la
drosophile a montré une diminution globale des H3 et du marqueur de I’'hétérochromatine
H3K9me2 ainsi qu’une délocalisation de HPla. Ces signatures ont été retrouvées chez C.
elegans et chez ’'homme (Haithcock, 2005; Scaffidi et Misteli, 2008).

Tsurimi et Li définissent un modele de vieillissement de la chromatine comme une
«redistribution de la chromatine”, aussi bien chez les animaux que chez I'"homme dans
lesquels on observe un déclin total de I’hétérochromatine constitutive avec une augmentation
de I'hétérochromatine a des loci spécifiques, contribuant a l'instabilité génomique et a des
altérations de I'expression de genes. (Tsurumi et Li, 2012). Les altérations épigénétiques
résultant d’'une perte globale de I’hétérochromatine pourraient étre a I'origine de nombreux
événements moléculaires associés au vieillissement : théorie des radicaux libres, sénescence
génétiquement programmée, raccourcissement des télomeéres, instabilité génomique, apport
nutritionnel et voie de signalisation associée (Figure 34).
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Figure 34 - Tsurumi et Li, 2012
“Epigenetic changes resulting in a decrease and redistribution of global heterochromatin may underlie the various models of
aging. The models of free radical accumulation, genetically programmed senescence, telomere shortening, genomic
instability, nutritional intake and growth signaling are distinct, yet overlapping theories of aging that may all be linked by
heterochromatin redistribution.”

1.2.1.5.5 Altérations transcriptionnelles

Au cours du vieillissement, la dérégulation stochastique de I’expression génique a été

décrite chez la souris (Bahar, 2006), ainsi que la production anormale d’ARNm chez I’"homme.
Grace a des prélevements sanguins sur une large cohorte d’individus (n= 698 sujets de 30 a
104 ans) et grace a la technologie des puces a ADN « DNA microarray », les auteurs ont
identifié des transcrits liés au vieillissement surtout impliqués dans l'inflammation et la
fonction immune (Harries, 2011). Ces signatures transcriptionnelles associées au vieillissement
affectent aussi les ARN non codants qui influent sur la durée de vie en ciblant des molécules
du réseau associées a la longévité (p53, DAF 16/FOXO0...). Par exemple, I'extension de la durée
de vie chez C.elegans, due a la perte des cellules germinales, est régulée par le microRNA mir-
71 qui dépend de la fonctionnalité de daf-16 (facteur de transcription nécessaire a I'extension
de la durée de vie observée sur la mutation des récepteurs de l'insuline-like daf -2 chez C.
elegans) (Boulias et Horvitz, 2012). La stimulation ou la répression des miRNA a été décrite
dans de nombreux travaux qui confirment leur réle dans la régulation du vieillissement chez C.
elegans et la souris, et dans I'allongement de la durée de vie chez C. elegans et la drosophile
(Smith-Vikos et Slack, 2012).
Tous les travaux de recherche en épigénétique précédemment cités soulignent l'intérét de
cette science pour mieux comprendre les mécanismes d’action des modifications
épigénétiques qui, de par leur caractere réversible, permettront de développer de nouveaux
traitements dans la prévention de pathologies liées a I'age, des altérations liées au
vieillissement, voire permettront un rallongement de la durée de vie.
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Par exemple, les protéines glycosylées (Glycans), dont on sait qu’elles sont sous régulation
épigénétique (Lauc, 2013), pourraient constituer dans un avenir proche un marqueur de I'age
facilement accessible avec des applications pratiques dans les traitements de maladies et/ou
du vieillissement du systéme immunitaire (Spector, 2013). En effet, des travaux récents
(Kristic, 2013) ont permis de caractériser des profils différents de glycosylation d’IgG en
fonction de I'dge et de déterminer un index d’age -GlycanAge index- a partir de seulement
trois glycans fortement associés a I’age chronologique et a I’age biologique (Insuline, glucose,
BMIL...). L'évaluation de I'dge du systéeme immun est particulierement intéressante, comme on
sait que la glycosylation affecte fortement la fonction des immunoglobulines par leur
implication dans les phénoménes inflammatoires, par exemple (Gornik, 2011), et le systéme
immun en général (Rudd, 2001).

1.2.1.6 Modifications post-traductionnelles non-enzymatiques des protéines

A co6té des modifications post-traductionnelles enzymatiques impliquées dans la
maturation des protéines natives (glycosylation par exemple), tout au long de la vie, toutes les
protéines font I'objet de modifications post-traductionnelles tardives. En effet, les protéines
sont les principales cibles des ROS (Berlett et Stadtman, 1997) qui agissent directement ou
indirectement par le biais des produits d’oxydation issus des réactions avec les lipides et
carbohydrates qui peuvent réagir avec les protéines. Ces modifications consistent en des
réactions chimiques irréversibles (oxydation, glycation/glycoxydation, conjugaison avec des
produits de peroxydation des lipides) (Baraibar et Friguet, 2013; Jaisson et Gillery, 2010)
(Figure 35). Souvent évolutives et cumulatives, elles aboutissent a l'altération de leurs
propriétés structurales et fonctionnelles, ainsi que de leurs interactions moléculaires et
cellulaires.
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Figure 35 - Molecular aging of proteins (Jaisson et Gillery, 2010)
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Ce sont les protéines carbonylées qui constituent le marqueur de protéines oxydées le plus
communément utilisé pour I'’étude du vieillissement et du stress oxydatif, car il a été montré
gue la carbonylation conduisait, entre autres, a une perte de fonction de la protéine et a une
augmentation de la sensibilité thermique (Berlet et Stadtman, 1997). Le contenu en protéines
carbonylées a été décrit dans les tissus comme une fonction de I'age (Levine et Stadtman,
2001). Il augmente dans des cultures humaines de fibroblastes avec I’age du donneur (Oliver,
1987) et au cours de la sénescence réplicative (Ahmed, 2007).

Au final, l'accumulation de dommages macromoléculaires incluant les protéines
endommagées par oxydation constitue une caractéristique du vieillissement cellulaire et de
I'organisme. Par ailleurs, différents modeles animaux et humains de vieillissement et de
maladies liées a I'age ont été utilisés pour mieux caractériser le réle fonctionnel de ces
protéines.

Aujourd’hui, une trentaine de pathologies humaines sont connues pour étre associées a une
conformation anormale des protéines, dans lesquelles au moins une protéine particuliére avec
un défaut de conformation s’accumule dans une structure fibrillaire appelée amyloide.
L'accumulation d’agrégats de telles protéines favorise le développement des maladies
neurodégénératives, telles que la maladie Alzheimer, de Parkinson et d’Huntington (Powers,
2009). Le développement de modeles animaux transgéniques caractérisés par des formes
mutantes de genes codant pour cette protéine fibrillaire a permis de révéler la contribution de
cette protéine dans ces maladies (Moreno-Gonzalez et Soto, 2012). De plus, des études in
vitro ont montré que I'accumulation de ces protéines conduisait a une activité cytotoxique, a
la mort cellulaire et a I'altération tissulaire (Demuro, 2005).

Remarque : Les mécanismes de cytoxicité sont encore inconnus et la preuve finale de
I'implication causale de ces agrégats dans les maladies dégénératives reste a démontrer. Tel
sera le cas lorsque I'on pourra traiter ces maladies ou rendre réversible leur formation
(Cuanalo-Contreras, 2013). A part deux ou trois exceptions, ce but est loin d’étre atteint
(Johnson, 2012).

De plus, des données suggerent fortement que les cellules et tissus agés sont plus enclins a
accumuler ces agrégats de protéines dans la mesure ou le vieillissement s’avére un risque
majeur du développement de ces maladies dues a des anomalies de conformation des
protéines. D’ailleurs, un rallongement de la durée de vie chez C. elegans a été induit a la suite
du blocage de la formation de ces agrégats (Kikis, 2010).

Remarque : Il reste a déterminer si cette accumulation est une cause du dysfonctionnement
cellulaire ou bien une conséquence du déclin de I’homéostasie protéique au cours du
vieillissement.

A ce jour, le réle de ces protéines dans le vieillissement chronologique n’a pas été étudié en
détail, méme si des rapports récents décrivent une accumulation de protéines insolubles au
cours du vieillissement ainsi que leur implication dans les maladies neurodégénératives dans
différentes espéces (David, 2010).
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1.2.1.6.1 Réle des protéines chaperonnes

Par ailleurs, de nombreuses études ont permis de montrer un impact causal du déclin
des protéines chaperonnes (une classe de protéines chaperonnes caractérisées par leur
capacité a moduler I'expression et la conformation d’autres protéines) sur le vieillissement
(Finkel et Holbrook, 2000). L’accumulation des agrégats dans les maladies neurodégénératives
est associée aux « Heat shock proteins » (Hsps). Chez la drosophile porteuse de ce type de
maladies, les phénotypes de neurodégénérescence et de toxicité peuvent étre supprimés par
une surexpression de la fonction de Hsp spécifiques a la drosophile, i.e Hsp70, et hsp68
(Tower, 2011). De plus, dans ces modéles transgéniques, aussi bien chez la drosophile que
chez C. elegans, la surexpression des protéines chaperonnes a été associée a la longévité.

Remarque : Il existe des travaux qui ne montrent pas d’augmentation de la durée de vie a la
suite d’une surexpression de Hsp70, par exemple (Minois, 2001).

Chez C. elegans, la surexpression de Hsp16 est dépendante du facteur de transcription FOXO,
indiquant un mécanisme impliqué dans I'effet feedback sur la voie de signalisation 1IS. Chez la

drosophile et chez C. elegans, I'activation de la voie JNK peut augmenter la durée de vie via
I’activation de FOXO (Figure 36) (Morrow, 2004).
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Figure 36 - Induction des genes Hsps via les ROS et les protéines dénaturées (Tower, 2011)
Les protéines dénaturées activent les génes Hsp a travers le facteur de transcription HSF(a) et Foxo(b)

Nucleus

Chiang et al ont récemment montré que |'activation du facteur de transcription HSF-1 est
nécessaire pour moduler la longévité chez C. elegans (Chiang, 2012). De plus, dans les cellules
humaines, la déacétylation de HSF-1 par SIRT1 prolonge la liaison de HSF-1 au niveau du
promoteur hsp70, alors que la répression de SIRT1 provoque la diminution de I'expression de
la réponse des Hsps. Ainsi, SIRT1 s’avere un marqueur important de ’lhoméostasie protéique
et de la réponse des HSP (Figure 37) (Westerheide, 2009).
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De facon intéressante, il a été montré que l'induction pharmacologique des HSPs pourrait
constituer des traitements, comme cela a été montré chez la souris dans la maladie
dystrophique musculaire de Duchenne, ol I'augmentation intramusculaire de HSP72 induite
par BGP-A5 (un inducteur pharmacologique de Hsp72) améliore cette pathologie dans deux
modeles de souris (Gehrig, 2012).

1.2.1.6.2 Systémes protéolytiques

Pour lutter contre la toxicité des protéines altérées non réparables qui représentent la
majorité des protéines endommagées, le systeme lysosomal et le systeme protéasome dans le
cytosol, et la Lon protéase dans la mitochondrie (Ugarte, 2010), assurent leur dégradation. Ce
réseau impliqué dans la protéostasie, appelé « proteostasis network » et garant de
I’'homéostasie protéique, détecte les protéines altérées a l'intérieur de la cellule, coordonne
leur conformation, leur réparation ou leur élimination par différentes voies protéolytiques, i.e
protéasome, lysosome et autophagie. Le protéasome est impliqué principalement dans la
dégradation des protéines anormales, oxydées et endommagées. De plus, la prise en charge
rapide et précise d'une vaste étendue de protéines cellulaires par le systéme ubiquitin-
protéasome (UPS) permet un contréle étroit des fonctions cellulaires, telles que réparation de
I’ADN, progression du cycle cellulaire, développement, apoptose, sénescence, réponse
immune, métabolisme et le contréle de la qualité des protéines (Baraibar et Friguet, 2012)
(Figure 38).
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Figure 38 - Représentation schématique du « réseau protéostasie » au cours du vieillissement (Baraibar et Friguet, 2012)

Or, ces systémes protéolytiques ainsi que d’autres systémes impliqués dans la réparation des
protéines oxydées, tels que des méthionines sulfoxide réductases (Msr), s’alterent avec I'dge
et pendant la sénescence réplicative.

Remarque : Certaines études montrent que ce déclin pourrait ne pas étre universel (Baraibar
and Friguet 2013).

Le systeme protéasomal peut s’altérer de différentes facons. Par exemple, une diminution de
certaines de ses sous-unités a été rapportée chez la souris (Huber, 2009), une dissociation de
I’'holocomplexe chez la drosophile (Vernace, 2007) et une diminution de la capacité
protéolytique dans des tissus et organes agés de mammiféres (Chondrogianni et Gonos,
2005).

De facon intéressante, chez le rat taupe et les humains centenaires, des taux et une activité
élevée du protéasome ont été décrits (Chondrogianni, 2000 ; Perez, 2009). A l'inverse, une
diminution dans I'activité peptidase du protéasome a été observée dans des tissus agés variés
(foie, cceur, rétine...) chez C.elegans, la drosophile et les mammiféres (Baraibar et Friguet,
2012). De plus, des études ex vivo sur lymphocytes, kératinocytes et fibroblastes humains,
ainsi que des cultures primaires au cours de la sénescence réplicative ont montré un déclin de
I'activité (Bairabar et Friguet, 2012).

Certains travaux ont mis en évidence qu’il était possible d’augmenter I'activité du protéasome
grace a des inhibiteurs de déubiquitylase (par exemple, Uspl4, une enzyme associée a la
déubiquitinisation peut inhiber la dégradation de I'ubiquitine) qui accélerent la dégradation de
protéines oxydées dans des cultures de cellules humaines (Lee, 2010). Par ailleurs, I'activation
de la signalisation EGF permet de rallonger la durée de vie chez les nématodes via
I’augmentation de I'expression de divers composés de I"'UPS « ubiquitin-proteasome system »
(Liu, 2011).

En ce qui concerne |'autophagie, de nombreux travaux montrent d’une part que les protéines
ATG ou autres protéines nécessaires pour l'induction de I'autophagie, telles que SIRT1, ont des
expressions réduites dans les tissus agés, et d’autre part une diminution de |'autophagie avec
le vieillissement (Rubinsztein, 2011) (Figure 39 et Figure 40).
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La perte de fonction due a des mutations de Atgl (Unc-51), Atg7, Atgl8 et Beclin (Bec-1)
diminuent la durée de vie chez C. elegans et chez la drosophile (Toth, 2008 ; Lee, 2010). Chez
la souris, la mutation au niveau des tissus de génes ATG accélere les manifestations de
marqueurs liés a I'age, tels que l'inclusion intracellulaire de corps contenant des protéines
ubiquitynylées, I"accumulation de lipofuscine dans les lysosomes, la désorganisation des
mitochondries, I’'oxydation des protéines conduisant a leur carbonylation, carboxymethylation
ou nitrosylation (Rubinsztein, 2011). Zhang et Cuervo ont montré dans le foie de souris que le
récepteur autophagique LAMP2a s’effondrait avec I’age. La restauration du taux de LAMP2
permet de prévenir les altérations de la fonction hépatique liée a I'age (Zhang et Cuervo,
2008). C’est aussi le cas dans le cerveau humain normal agé, ou on assiste a une diminution de
Atg5, Atg7 and Beclin 1 (Lipinski, 2010).

La cible de la rapamycine chez les mammiféres (mTOR) est un régulateur négatif primordial de
I'autophagie, de la levure a I'homme (Rubinsztein, 2011). Quant a la restriction calorique, elle
est le premier inducteur physiologique de l'autophagie (Levine et Kroemer, 2008) et
I'inhibition de I'autophagie empéche les effets anti-age de la RC chez C. elegans, la drosohile
et la souris. De plus, la RC n’a plus d’effet sur la longévité quand la signalisation mTOR est déja
diminuée chez la levure, le ver nématode et la mouche, suggérant que des mécanismes
communs existent entre ces deux voies. L'inhibition de mTOR, soit pharmacologiquement par
la rapamycine, soit par des manipulations génétiques, augmente la durée de vie chez
C.elegans, la dropsophile et la souris (Rubinsztein, 2011).

Remarque : Bien que la rapamycine induise potentiellement I'autophagie, elle peut toutefois
avoir un impact sur le vieillissement par sa capacité de réprimer les processus inflammatoires
et auto-immuns (Kapahi, 2010). A noter qu’une autre molécule induisant 'autophagie, la
spermidine, qui n’a pas d’effet immunosupresseur comparativement a la rapamycine, favorise
I'allongement de la durée de vie chez la levure, la drosophile et C.elegans via I'induction de
I'autophagie (Eisenberg, 2009).

De plus, I'effet de la rapamycine sur la longévité est strictement dépendant de I'induction de
I'autophagie chez la souris (Rubinsztein, 2011). Un tel effet n’ayant pas été retrouvé chez
'homme, et le fait que l'inhibition de TORC1 ait des effets majeurs sur la traduction des
protéines, cela souléve la question de savoir si c’est vraiment l'inhibition de mTOR qui
améliore la longévité par I'induction de I'autophagie, ou bien si cet effet implique des effets
indépendants de l'autophagie. Les effets de linhibition de mTOR s’expliquent par la
phosphorylation de son substrat SK6 qui perd son activité kinase. Quand SK6 n’est pas
exprimée, on observe une augmentation de la durée de vie chez C.elegans, la drosophile et la
souris. Une délétion de SK6 conduit a une activation de I’AMPk et échoue dans I'augmentation
de la longévité chez C. elegans déficient en AMPk. (Selman, 2009). Comme I’AMPk est un
activateur potentiel de I'autophagie (Ravikumar, 2010), il reste a clarifier si c’est la délétion de
SK6 qui cause l'autophagie et si 'autophagie pourrait contribuer a la longévité dans les
modeles animaux déficients en SK6.

A la lumiére des tres nombreux travaux qui montrent que l'altération de I'homéostasie
protéique est un événement important et précoce du vieillissement, que certains génes
codant pour les sous-unités de ce systeme sont impliqués dans la longévité, I'optimisation de
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son fonctionnement semble étre une voie prometteuse et une alternative a la prévention de
I'apparition des protéines oxydées par des antioxydants. Cette voie est d’autant plus réaliste
gue de récentes manipulations génétiques ont montré qu’il était possible d’améliorer le
fonctionnement de ce systéme ainsi que de rallonger la durée de vie chez les mammiféeres
(Zzhang et Cuervo, 2008).

1.2.1.7 Les cellules souches

Les cellules souches sont des unités fonctionnelles de croissance et de régénération car
elles sont responsables du renouvellement naturel des tissus ou de leur réparation en cas de
lésion (Wagers, 2012). Elles sont localisées dans un microenvironnement spécialisé, appelé
niche, qui régule leur prolifération, leur mobilisation et leur différenciation. La niche les
protége de la déplétion et d’une prolifération excessive. Les cellules souches de la niche sont
dynamiques, constituent des unités fonctionnelles des organes et des tissus, et ont un réle
important dans le comportement des cellules souches (Singh, 2012). Tout au long de la vie, les
cellules souches adultes sont soumises au stress environnemental et aux dommages
intracellulaires, et leur nombre est affecté au cours du vieillissement. Dans certains tissus
comme le sang, elles augmentent avec I'age, alors que dans d’autres tissus, comme le cerveau
et le muscle, elles diminuent (Pollina et Brunet, 2011).

Bien que dans un méme tissu on puisse avoir des données discordantes, possiblement dues en
partie aux conditions expérimentales qui different selon les études (isolation, quantification),
le déclin fonctionnel des cellules souches (leur capacité a repeupler un tissu apres une
blessure, a proliférer en réponse a des stimuli extérieurs et a se différencier en plusieurs types
cellulaires) est commun a tous les compartiments de cellules souches adultes (Pollina et
Brunet, 2011).

Le déclin des cellules souches hématopoiétiques (HSCs) et des cellules progénitrices avec I'age
a été bien documenté. Les HSCs isolées a partir de souris dgées montrent des déficits de
mobilisation, une altération de la production et de la reconstitution du systéme immunitaire
dans les études de transplantation, ainsi qu’une augmentation de l'incidence de cellules
myéloides (Guerretaz, 2008 ; Shaw, 2010). Les études chez la souris dgée ont montré une
décroissance du renouvellement cellulaire avec un moindre nombre de divisions cellulaires de
HSCs agés en comparaison a des HSCs jeunes (Rossi, 2007). Elle est associée a une
accumulation des dommages de I’ADN dans les cellules agées, pouvant ainsi contribuer a la
diminution de la capacité des tissus dgés a maintenir un état d’homéostasie (Oh, 2014). Grace
a des modeles de transplantation de moelle osseuse chez la souris, Janzen et al ont montré
qgue 'inhibition de p16NK-4a (gene codant pour un inhibiteur de kinase cycline-dépendante lié
a la sénescence) pouvait améliorer la fonctionnalité des cellules souches et la réparation des
tissus agés (Janzen, 2006) (Figure 41).
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Figure 41 - p16NK-4a régule I’expression du géne Hes 1 associé au renouvellement des HSCs (Janzen, 2006)

Des altérations similaires des cellules souches sont aussi décrites dans les compartiments
principaux des cellules souches de l'adulte au niveau de l'os (Gruber, 2006), des fibres
musculaires (Cosgrove, 2014) et du systéme nerveux au niveau duquel la capacité a produire
de nouveaux neurones diminue avec I’age (Hattiangady et Shetty, 2008). Le déclin du nombre
et de la fonction des cellules progénitrices, ainsi que leur capacité d’autorenouvellement dans
la partie antérieure du cerveau de la souris, est |a aussi corrélé a une augmentation de
I’expression de p16NK-4a (Molofsky, 2006).

Par ailleurs, une prolifération excessive, associée a une diminution des capacités prolifératives
de la niche, accélere aussi le vieillissement. Ainsi, I'état de quiescence (taux de prolifération
faible) des cellules souches adultes est décrit comme un état garantissant la longévité des
cellules souches. Dans ce sens, Kippin et al ont montré chez la souris que P21 (inhibiteur du
cycle cellulaire) était un facteur important dans la maintenance des cellules souches et de leur
autorenouvellement (Kippin, 2005). L’'altération de la niche est associée a la diminution de
I’expression des molécules d’adhésion cellulaires et de facteurs qui contrélent leur capacité de
renouvellement chez la drosophile, C. elegans et la souris (Singh, 2012).

Ainsi, au cours du vieillissement, de nombreux facteurs intrinséques irréversibles et
extrinseques conduisent (Figure 42) a un dysfonctionnement du nombre et de la fonction des
cellules souches, avec pour conséquence une perte de I'homéostasie et de la capacité de
régénération des tissus. De nombreux mécanismes et voies sont possiblement impliqués dans
la régulation et la fonctionnalité des cellules souches (Oh, 2014) (Figure 43).
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La contribution de I'importance des facteurs intrinséques versus les facteurs extrinseéques
dans le vieillissement est I'objet de débats, mais elle est trés certainement tissu dépendante
(Pollina et Brunet, 2011).

Par exemple, une transplantation de HSCs de donneurs agés dans un environnement de
receveurs jeunes n’a pas permis de réverser les effets de I'age tels que I'augmentation du
nombre de cellules souches et 'augmentation de biais comme les cellules myéloides (Pearce,
2007). De plus, I"'accumulation des marqueurs des dommages de I’ADN dans les HSCs agés et
les altérations de fonctionnalité dans les HSC de souris transgéniques (mutations des voies de
réparation de I’ADN) suggerent que les dommages de I’ADN sont des contributeurs majeurs
du vieillissement des cellules souches (Nijnik, 2007).
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Remarque : Des sous-catégories de clones peuvent répondre de facon différente a TGF 61, un
facteur important dans la signalisation, soit en stimulant des clones myéloides, soit en inhibant
des clones lymphoides, indiquant ainsi que les mécanismes contrélant 'expansion clonale sont
régulés par I’environnement (Challen, 2010).

Par ailleurs, dans d’autres tissus comme le muscle ou le cerveau, la fonction des
cellules souches adultes est trés influencée par des facteurs environnementaux suggérant que
les modifications liées a I'age sont réversibles dans ces tissus. La réversibilité des défauts liés a
I’age dans les cellules musculaires a été montrée grace a des expériences de parabiose dans
lesquelles les systéemes circulatoires des animaux jeunes et agés sont joints. Les facteurs
sanguins circulants de souris jeunes peuvent restaurer la voie de signalisation NOTCH et le
potentiel prolifératif des cellules souches de souris agées (Conboy, 2005). Chez I’'homme, les
défauts de prolifération des cellules musculaires peuvent aussi étre partiellement éliminés
qguand elles sont cultivées en présence d’inhibiteurs de la voie NOTCH (Carlson, 2009). Plus
récemment, Lavasani et al ont montré que la transplantation de cellules musculaires de souris
jeunes a des souris progéroides rallonge la durée de vie et améliore les aspects dégénératifs,
méme dans les tissus dans lesquels les cellules des donneurs ne sont pas détectées, suggérant
que les effets thérapeutiques pourraient étre systémiques issus de facteurs sécrétoires
(Lavasani, 2012).

D’autres facteurs systémiques peuvent réguler de facon réversible la fonction des cellules
souches au cours du vieillissement, incluant des cytokines et des hormones de stress (Pollina
et Brunet, 2011). Par exemple, la voie de signalisation mTOR intervient dans la régulation de
I'autorenouvellement et la différenciation des cellules HSCs (Laplante et Sabatini, 2012).
Quant a I'équipe de Yilmaz, elle a montré que la préservation des cellules souches intestinales
était possible grace a la RC directement liée a I'inhibition de mTOR (Yilmaz, 2012). Cerletti et al
ont aussi montré que la RC augmentait le pouvoir régénératif des cellules souches
musculaires, tant chez des souris jeunes que chez des souris agées. Ces études suggérent
gu’une RC court terme et/ou des composants tels que la Rapamycine qui ciblent mTORC1
pourraient améliorer |'efficacité des traitements thérapeutiques avec les cellules souches. Des
drogues dérivées de la Rapamycine sont déja utilisées pour prévenir le rejet chez des patients
transplantés apres une angioplastie (une procédure chirurgicale pour réparer ou déboucher
un vaisseau sanguin) ou dans le traitement de certaines formes de cancer (Ramos et
Kaeberlain, 2012).

Toutefois, ces études ayant été menées sur des temps relativement courts, on peut se
demander si un régime dés le jeune age pourrait protéger ou prévenir des maladies liées a
I'age.

Enfin, il est intéressant de noter la découverte récente d’une nouvelle cible de rajeunissement
pharmacologique. En effet, grace a l'inhibition d’'une RhoGTpase, CDC 42, dont |'activité
augmente dans les cellules HSCs agées, il est possible de rajeunir des cellules humaines
sénescentes (Florian, 2012).
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1.2.1.8 Sénescence

La sénescence cellulaire peut étre définie comme un processus qui induit un arrét
essentiellement irréversible du cycle associé a d’importants changements morphologiques et
physiologiques (Kuilman, 2010). L. Hayflick a introduit pour la premiéere fois le terme de
sénescence aprés avoir découvert que les cellules somatiques cessent de proliférer apres un
nombre précis de divisions en culture. Il a associé intuitivement cette notion de sénescence,
d’une part a celle de cancer car pour échapper a la sénescence les cellules doivent acquérir
certaines caractéristiques de cancer, et d’autre part a celle du vieillissement car
I'accumulation de cellules sénescentes contribue au vieillissement global de I'organisme
(Hayflick, 1965). Plus tard, il a été proposé que I'érosion des téloméres des cellules
somatiques au cours des divisions et de la réplication des chromosomes était reconnue
comme de ’ADN endommagé et pouvait activer la réponse au stress génotoxique (identique
a celle gu’induisent les rayonnements ionisants) et conduire a I'arrét de la division cellulaire,
d’ou le nom de sénescence réplicative (Brondello, 2012). Au niveau des organes, les cellules
sénescentes s’accumulant dans les tissus agés (Campisi, 2005) se sont révélées étre un facteur
causal des désordres liés a I’age car leur déplétion retarde le début de ces altérations (Baker,
2011). Par ailleurs, de nombreuses études ont renforcé I'importance du role de la sénescence
en tant que barriere oncosuppressive (Serrano, 1997).

En plus du raccourcissement des téloméres, d’autres stress associés au processus de
tumorigénisation ont été rapportés comme des lésions de I’ADN et les ROS. Ces derniers
partagent, avec 'altération des téloméres, I’activation de la réponse aux dommages de I’ADN
(en anglais, « DNA damage response » ou « DDR »), une voie de signalisation par laquelle les
kinases ATM ou ATR bloquent I'activation de CDK (cyclin-dependant kinase) contrélant la
réplication de I’ADN et la mitose. Des travaux sur fibroblastes humains sénescents ont montré
une accumulation de foyers de la forme phosphorylée de I'histone H2AX (y- H2AX), un
marqueur de sites de cassures de I’ADN, ainsi que d’autres protéines intervenant dans la
réparation de ’ADN (53PBI, ARM, BMCRI...) (Gire, 2005) (Figure 44). Cette voie de signalisation
conduit, via la stabilisation de p53, a I'induction de p21, un inhibiteur de CDK. L’inactivation de
CDK2 empéche l'inactivation de pRb ou RB (protéine de rétinoblastome), ce qui assure
I'irréversibilité de I'arrét du cycle. Ainsi, I'axe p21-pRb joue un réle crucial dans I'induction de
la sénescence. D’ailleurs, on a montré, a partir de cultures cellulaires de fibroblastes humains,
qgue l'absence de RB pouvait conduire a une instabilité génomique (Chicas, 2010). Ces deux
suppresseurs de tumeurs, pRB et P53, dont les voies moléculaires sont altérées dans la
quasi- totalité des cellules cancéreuses, sont des acteurs-clés de la réponse génotoxique et
de I'arrét de la prolifération cellulaire (Figure 45 et Figure 43).
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Par ailleurs, chez 'homme, I'expression supra physiologique d’oncogénes activés comme
Myc, Ras ou Raf implique p19 et pl1l6 qui inhibent CDK4 et CDK6 (K4/K6) dont la cible
principale est pRB a I'instar de p21 (Brondello, 2012 ; van Deursen, 2014) (Figure 45).
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Remarque: La contribution de p16 a I’arrét du cycle cellulaire reste incertaine (Herbig, 2004) et
les mécanismes de son activation au cours de la sénescence ne sont pas complétement établis.

Les génes pl6 et p19 sont portés par un méme locus INK4a/ARF qui est génétiquement
associé au plus grand nombre de pathologies liées a I'age (maladies cardiovasculaires,
diabetes, maladie d’Alzheimer et glaucome) (Jeck, 2012). Le géne codant pour ARF, un autre
suppresseur de tumeur tout comme pl6, est inactif dans les cellules en prolifération,
suggérant une corégulation des génes du locus. Des données récentes ont montré que la
répression épigénétique de ce locus par les protéines du groupe Polycomb, dont BMI1, est
levée en réponse a un stress oncogénique (Kuilman, 2010). De méme, I'expression protéique
de p16 et BMI1 est aussi corégulée par les microARN, dont le role dans la sénescence pourrait
étre essentiel (Smith-Vikos et Slack, 2012).

Au final, le réle critique de p16 et p53 en tant qu’inducteurs de sénescence impliqués dans le
vieillissement physiologique semble étre tout a fait acceptable au regard de leurs bénéfices en
tant que suppresseurs de tumeur. Dans un modele de souris mutées (souris HGPS-Hutchison-
Gilford Progeria syndrome) présentant un vieillissement prématuré (Varela, 2005) et une
extension des dommages liés a la sénescence, I'élimination de p16 ou p53 est associée a une
amélioration de leur phénotype.
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Remarque : La situation n’est pas si simple car d’autres données sont en contradiction avec ces
observations. Par exemple, I’élimination de p53 peut aggraver le phénotype de certaines souris
présentant un vieillissement précoce (Ruzankina, 2009).

Bien que les voies p53-p21 et p16-RB dépendent du type de stress, toutes deux conduisent de
facon ultime a la sénescence. De facon intéressante, si les dommages de I’ADN induisent
I'arrét de la progression du cycle via p53-p21, la persistance des lésions quant a elles peuvent
induire I'activation de p16 via p38-MAPK résultant du dysfonctionnement mitochondrial et de
la production de ROS (Freund, 2011).

D’autres inducteurs de sénescence moins largement étudiés incluent des stress épigénétiques,
nucléaires etc. (van Deursen, 2014). In fine, pour mieux comprendre les mécanismes et les
voies métaboliques activées, il sera nécessaire d’étudier plusieurs types de stress
(génotoxiques, protéotoxiques...) pour caractériser plus précisément les phénotypes associés
a la sénescence.

Mieux encore, si aujourd’hui la sénescence est reconnue comme un mécanisme suppresseur
de tumeur in vivo, son irréversibilité est un sujet de débat. La sénescence induite par stress
oxydatif (via un mécanisme métabolique comprenant la stimulation de I'expression de la PDH-
pyruvate déshydrogénase-mitochondriale en favorisant le passage de la glycolyse a la
phosphorylation oxydative) peut étre réversée par activation de la phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K) ou l'inhibition de PDH (Vredelveld, 2012, Kaplon, 2013). De plus, des cellules
sénescentes peuvent étre dédifférenciées en cellules souches pluripotentes (Lapasset, 2011).

Remarque : Des différences inter-espéces existent. Par exemple, le réle d’ARF (alternative
reading frame) dans la sénescence n’a été démontré que dans le modéle murin (Brondello,
2012). De plus, dans ce modeéle, les voies de sénescence sont plus dépendantes de p19 que
celles de la sénescence dans les cellules humaines (van Deursen, 2014).

Enfin, la compréhension des mécanismes du passage in vitro a in vivo n’est pas encore trés bien
étudiée. En effet, il existe des contrastes entre les données vitro et vivo comme, par exemple
pl19, p53 et p21 qui préviennent la sénescence in vivo ainsi que certaines pathologies liées a
I'dge (Baker, 2013).

Ces données ont conduit au concept de « cycle assisté » proposé par van Deursen pour
décrire ce phénomene par lequel les cellules exposées a des dommages modérés peuvent étre
réparées, ou alors, si les dommages sont chroniques, le cycle des cellules peut étre rallongé en
attendant la mise en place de mécanismes de réparation compensatoires (Figure 45-fleches
vertes) (van Deursen, 2014). Bien qu’il ait été observé que des cycles cellulaires rallongeaient
au fur et a mesure des passages sur cultures primaires de fibroblastes (Grove, 1977), ce qui
peut soutenir en partie ce concept, ce dernier nécessite une validation et une généralisation.

Jusgqu’a récemment, la sénescence était considérée comme une phase statique. Cependant,
plusieurs observations confortent I'hypothése que la sénescence peut étre un processus
dynamique, impliquant plusieurs étapes au cours desquelles les propriétés des cellules
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sénescentes évoluent et se diversifient. Dans cette hypothése, |'étape initiale serait
caractérisée par le passage d’un arrét temporaire du cycle a un arrét stable avec une inhibition
prolongée de I'activité Cdk par p16 et/ou p21 (van Deursen, 2014) (Figure 46). De méme, un
changement dans |'expression de p53 passant d’une expression intermittente a prolongée
semble étre un événement crucial dans la transition du passage de I’arrét transitoire du cycle
a un arrét permanent (Purvis, 2012).
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Figure 46 - Hypothése d’'un modéle de sénescence selon plusieurs étapes (van Deursen, 2014)

Aprés linduction de la sénescence, des changements importants de la chromatine
accompagnent |'arrét du cycle. La structure chromatinienne est remodelée profondément et
on peut observer des foyers nucléaires qui contiennent de I’hétérochromatine facultative et
sont appelés SAHF (senescence-associated heterochromatic foci). Cette réorganisation globale
de la chromatine, qui est dépendante de pRb, jouerait un role essentiel dans le programme de
sénescence et la pérennisation de I'état sénescent (Kuilman, 2010). Les modifications de la
chromatine aboutissent a des changements importants au niveau de la transcription. On
notera une stimulation importante d’un large sous-groupe de génes codant pour des cytokines
(IL6 et IL8) et des chémokines aux propriétés inflammatoires, ainsi que des facteurs de
croissance et des protéases qui altérent la structure et la fonction des tissus. Ce sécrétome
spécifigue ou SASP, (senescence-associated secretory phenotype) est une des
caractéristiques-clé qui distingue les cellules sénescentes des cellules quiescentes et qui joue
un role important dans la réponse inflammatoire. En effet, I'inhibition d’IL6 ou la déplétion du
récepteur de I'lIL-8 dans les cellules sénescentes provoque un effondrement global du réseau
inflammatoire et supprime la sénescence (Kuilman, 2010).
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Remarque: L’accumulation de cellules sénescentes ne s’‘accompagne pas toujours par d’une
infiltration de cellules immunes et d’inflammation, comme cela a été rapporté dans les naevi
mélanocytaires (Benz, 1991).

Des mécanismes additionnels et des voies de signalisation sont aussi associés a la
sénescence, tels que I'autophagie qui augmenterait la réponse au stress en contribuant a
I'arrét du cycle cellulaire et en participant a la survie des cellules sénescentes (Young et Narita,
2010). Elle pourrait étre un effecteur de la sénescence car elle est requise pour la sécrétion
d’IL6 et IL8. Par ailleurs, mTOR pourrait aussi contribuer au processus de sénescence en
stimulant SASP et I'autophagie limitée a un compartiment associé a I'appareil de Golgi (Narita,
2011), ce qui pourrait expliquer le réle délétere de mTOR dans le vieillissement si ces
observations sont validées par d’autres expériences.

Remarque: La sénescence étant impliquée dans des processus variés, tels que le
développement embryonnaire, la cicatrisation, la réparation des tissus, le cancer et le
vieillissement, on peut se demander si les cellules sénescentes ont des propriétés
fondamentalement différentes, quels sont les mécanismes cellulaires associés a la sénescence
et quelles sont les différences de cinétique de ce processus?

Dans le cas du vieillissement, avec 'accumulation des dommages, les cellules pourraient
devenir de plus en plus dépendantes des points de contréle de cycle cellulaire pour conserver
leur potentiel prolifératif. L'induction d’une sénescence chronique se produirait aprés des
périodes de stress cellulaire ou de dommages progressifs jusqu’a un arrét stable. Ainsi, la
sénescence chronique non programmeée ne semble pas cibler des types cellulaires spécifiques.
Il est concevable qu’avec I'dge, I'immunodéficience ou la production moindre de SASPs sont
associées a une élimination inefficace des cellules sénescentes chroniques et permettraient
ainsi un processus de sénescence en plusieurs étapes. Dans le cas de la sénescence induite
pendant le traitement des cancers, elle pourrait étre d’abord aigué, puis de nature chronique
(van Deursen, 2014) (Figure 47).
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Figure 47 - Cellules sénescentes aigues et chroniques (van Deursen, 2014)

En conclusion, si la sénescence est reconnue comme un mécanisme pertinent in vivo, il
n’en reste pas moins que ses liens avec le vieillissement et le cancer ont été identifiés in vitro
et dans des modeles animaux car ils sont difficiles a démontrer chez 'homme.

La sénescence présente un véritable caractéere ambivalent en contribuant a la suppression
tumorale et a la cicatrisation, mais aussi en participant au vieillissement et aux pathologies
associées a I'age. L'effet délétére de la sénescence n’apparaitrait que plus tard dans la vie,
notamment parce qu’elle intervient, via I'induction de p16, dans la déplétion des cellules
souches, favorisant ainsi I'altération de I’'homéostasie tissulaire et conduisant au vieillissement
dans les modeles murins (Brondello, 2012).

Cette ambivalence est donc bien illustrée par pl6, un de ses acteurs-clés. Alors que la
répression de pl6 caractérise de nombreuses tumeurs, son invalidation permet d’accroitre
des cellules souches tissulaires et donc, potentiellement, la durée de vie. Par ailleurs, si on
considere qu’une stimulation modérée de la sénescence induisant une suppression de tumeur
peut augmenter la longévité (Matheu, 2007), alors que I’élimination de cellules sénescentes
dans un modele expérimental associé a la progeria retarde les pathologies liées au
vieillissement (Baker, 2011), un véritable défi reste encore a relever pour caractériser la
sénescence afin d’offrir des approches adaptées pour améliorer les conditions de vie liées au
vieillissement.
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1.2.1.9 Altération de la communication intercellulaire

Alors que nous venons de voir qu’au niveau cellulaire le vieillissement fait souvent
référence a la sénescence, chez les organismes multicellulaires le vieillissement est caractérisé
par des détériorations fonctionnelles au niveau des organes et des tissus. Par exemple, le
vieillissement du systéme vasculaire implique, en plus des mécanismes cellulaires autonomes,
des voies de signalisation neuro-hormonales (adrénergique, insulin-IGF1 par exemple) (Dai,
2012).

Grace a des manipulations de I'hypothalamus dans des modeéles de souris, Zhang et al ont
montré que la région medio-basale de I'hypothalamus (MBH) était sensible aux perturbations
modérées mais chroniques, telles que I'exces calorique qui peut conduire a des modifications
moléculaires inflammatoires. De plus, ces altérations inflammatoires au niveau de la région
MBH peuvent altérer la régulation de I'équilibre énergétique et contribuer a la progression du
déséquilibre du poids du corps, a l'obésité et aux désordres métaboliques qui les
accompagnent (Zhang, 2008). En outre, I'inflammation est impliquée dans la pathogénicité de
I'obésité et du diabéte de type 2, deux conditions qui favorisent le vieillissement et qui lui sont
corrélées (Kleemann et Bucala, 2010). D’autres travaux de la méme équipe ont montré que
I’avancement dans |’dge est caractérisé par une activation chronique de la voie IKKB/ NF-kB
(dépendante de la réaction de Iimmunité innée), principalement au niveau de
I’hypothalamus. L'inhibition de IKKB/ NF-kB, soit dans la microglie, soit dans les neurones de la
région MBH, permet de retarder le vieillissement et de rallonger la durée de vie (Zhang, 2013).
Dans la méme étude, les auteurs rapportent que l'activation de IKKB/NF-kB inhibe la
production de I’"hormone gonadotrophine (GnRH), ce qui peut expliquer le déclin de cette
hormone avec I'age. Un traitement avec la GnRH a permis d’améliorer les nombreux effets dus
a I'age, tels que I'atrophie de la peau, la faiblesse musculaire et la perte osseuse. L'ensemble
de ces résultats soulignent le réle central de I'hypothalamus dans la coordination du
vieillissement de I'ensemble du corps (Zhang, 2013). Il est aussi connu que l'inflammation
provoque l'athérosclérose en aggravant la pathologie au niveau du systéme vasculaire
(Csiszar, 2003).

Depuis les années 2000, le concept « d’Inflamm-ageing » propose que le vieillissement
physiologique soit la conséquence d’une inflammation chronique au niveau des organes, a la
suite d’une production basale excessive de médiateurs proinflammatoires (cytokines, facteurs
de coagulation...) par des cellules immunes ou non immunes (Franceschi, 2000).
L'augmentation des taux systémiques de cytokines active I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien qui augmente la sécrétion de cortisol (Giunta, 2008), puissant agent anti-
inflammatoire, qui non seulement induit le catabolisme des protéines, mais aussi favorise la
résorption de I'os. De facon intéressante le processus de vieillissement est simultanément
accompagné par deux forces opposées: |'accélération de l'inflammaging et «I'anti-
inflammaging » (Franceschi, 2007). Ce serait I"équilibre entre ces deux forces opposées qui
pourrait controler et orienter le processus du vieillissement, soit vers un affaiblissement des
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organes et le déclenchement de maladies dégénératives, soit vers une augmentation de la
longévité et une bonne santé.

De récentes études ont clairement indiqué que la production de ROS induite par les
mitochondries endommagées pouvait stimuler un ensemble de protéines intracellulaires
appelés inflammasomes, les récepteurs NOD (Nucleotid-binding oligomerization Domain
proteins). En particulier, NLRP3 peut étre activé par de nombreux signaux de stress cellulaire
impliqués dans le vieillissement, tels que les ROS, la cathepsine B relarguée par les lysosomes
déstabilisés et les agrégats de protéines. Puis NLRP3 active les caspases, principalement la
caspase-1, qui clive les précurseurs inactifs d’IL-1B et IL-18 et stimule leur sécrétion. Au final,
ces cytokines provoquent la réponse inflammatoire et accélerent le processus du
vieillissement en inhibant I’autophagie (Salminen, 2012) (Figure 48).

Aging _l Autophagy < Autophagy
process (e.g. mitophagy) activators
*AMPK activators
T - *mTOR inhibitors
Low-grade | | Inflammasome
inflammation |~ | activation

Figure 48 - Interaction entre autophagie et inflammasome dans la génération de I'inflammaging (Salminen, 2012)

De facon intéressante, d’autres études ont aussi permis de montrer un lien entre les maladies
inflammatoires, 'augmentation de I’érosion de I’ADN et la signalisation des dommages a
’ADN (Sahin et Depinho, 2010). A cet égard, une déficience d’AUF1 chez la souris (un
régulateur de la stabilité des ARNm codant pour les cytokines) provoque une augmentation de
prurit au niveau de la peau qui est dans un état inflammatoire (Sadri et Schneider, 2009). Les
données récentes de Pont et al, permettent aujourd’hui d’aller plus loin dans la
compréhension du rdle pivotal de ce marqueur dans le vieillissement physiologique, puisque,
en plus d’étre bien établi en tant que facteur intrinseque pour atténuer l'inflammation, il
prévient aussi le développement de la sénescence cellulaire ainsi que I'érosion des télomeres
(Pont, 2012).

De facon similaire, un autre marqueur, la sirtuine 1, connu pour son role dans la régulation
des processus de sénescence, de résistance au stress, du métabolisme et de I'apoptose,
jouerait aussi un réle dans la régulation de I'inflammation. SIRT1 conduit a la répression de la
transcription de genes variés en lien avec l'inflammation via la déacétylation des histones
nucléosomales et de facteurs de transcription tels que NF-kB, AP-1 (activator protein 1) et
p53, par exemple. En accord avec ces données, chez la souris, la baisse des taux de SIRT1
s’avere étre corrélée avec le développement de nombreuses maladies inflammatoires et son
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activation pharmacologique aurait un réle pivotal dans la limitation de la réponse
inflammatoire. Par ailleurs, d’autres membres de la famille des sirtuines, SIRT2, SIRT3 et SIRT7,
semblent aussi jouer un réle dans la régulation de la réponse inflammatoire (Xie, 2013 ;
Hwang, 2013).

En relation avec NF-kB, des auteurs ont identifié, par une approche bioinformatique, des
combinaisons de motifs d’éléments cis-régulation (régions promotrices) qui régulent des
genes liés a I'dge dans différents tissus chez la souris et chez ’lhomme. Parmi ces motifs, le
facteur de transcription NF-kB était a la fois le plus largement impliqué et le plus fortement
corrélé avec I'dge. En bloquant NF-kB, ils ont montré le caractére réversible de certaines
caractéristiques de I’age (Adler, 2007) (Figure 49).
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Figure 49 - Modéle de I'action de NF-kB au cours du vieillissement (Adler, 2008)
NF-kB est un régulateur majeur du programme de I'expression des genes associée au vieillissement chez les mammiferes.

Parallélement a I'inflammaging, I'immuno-sénescence, qui caractérise I'incapacité du systeme
immunitaire a développer une réponse immune, aurait aussi un impact majeur sur
I'émergence de maladies chroniques comme ['athérosclérose, le diabete, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives (Castelo-Branco et Soveral, 2014). Le déclin de
I'immunité au niveau systémique aggrave le caractére phénotypique du vieillissement dans la
mesure ou l'une des fonctions de ce systeme est d’éliminer les cellules sénescentes (Sagiv,
2013), les cellules hyperploides accumulées dans les tissus et les lésions prémalignes
(Senovilla, 2013).

Par ailleurs, si l'immunosénescence affecte les cellules CDT4 chez la souris, le
microenvironnement joue aussi un role dans les altérations fonctionnelles de ces cellules chez
la souris (Lefebvre, 2012).

D’autres événements peuvent contribuer a la dégradation de I'environnement cellulaire. C’est
le cas des cellules sénescentes qui induisent la sénescence des cellules voisines via les gaps
jonctions permettant d’établir un contact entre elles. Les cellules sénescentes produisent et
sécrétent une variété de molécules, telles que les ROS, des interleukines pro-inflammatoires,
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des protéines variées de liaison a IGF, qui peuvent toutes maintenir ou induire la sénescence
d’'une maniére autonome ou pas. Par exemple, des cellules sénescentes peuvent induire une
réponse des dommages a I’ADN caractéristique de la sénescence chez les cellules voisines via
les gaps jonctions, et des cellules sénescentes peuvent induire la sénescence de fibroblastes
témoins (Nelson, 2012) (Figure 50).

Figure 50 - Les cellules sénescentes induisent la sénescence dans leur voisinage (Nelson, 2012).
Image représentation du foie de souris (3gée de 9 mois) avec les foyers 4-HNE (marqueurs de sénescence) entourés en rouge.
Réponse des dommages a I’ADN.

Enfin, le processus du vieillissement affecte la composition du microbiome et son interaction
avec le systeme immunitaire. Bien qu’il existe encore peu de travaux dans ce domaine, des
modifications du microbiote intestinal peuvent étre associées a lI'immunosénescence et
I'inflammaging dans une sorte de boucle autonome qui permet de considérer le déséquilibre
du microbiote de lI'intestin parmi les causes et les effets du processus inflammatoire au cours
du vieillissement (Biagi, 2013). De trés récents travaux ont aussi montré le lien entre le
microbiome oral et la maladie d’Alzheimer. Les auteurs font I’hypothése que, pour certains
patients atteints de cette maladie, le processus favorise une production démesurée de
bactéries orales anaérobies tot dans la vie, provoquant une réponse inflammatoire qui affaiblit
la barriére entre le sang et le cerveau qui permet aux bactéries des se propager et de favoriser
la pathogénicité de I’AD (Shoemark, 2015).

Ainsi, I’étude de la composition du microbiome combiné a des facteurs génétiques pourrait
améliorer la capacité d’évaluer le risque lié a certaines maladies et offrir de nouvelles
opportunités pour la recherche dans la prévention et le traitement de maladies.

Tous les dommages liés au vieillissement que nous venons de décrire dans cette premiére
partie ont été étudiés a partir d’'une grande variété d’approches et de modeles s’adressant
majoritairement aux organes, tels que le systeme nerveux central, le muscle, le foie, les
intestins et le coeur. Pour terminer ce chapitre, nous proposons de faire un focus sur les
mécanismes associés au vieillissement de la peau et du cheveu.
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1.3 CAUSES ET /OU CONSEQUENCES DU VIEILLISSEMENT DANS LA PEAU ET LE CHEVEU

1.3.1 Vieillissement intrinséque et extrinséque

Le vieillissement cutané est un processus physiologique complexe qui s’accompagne,
au niveau de la peau, de modifications morphologiques sous 'action combinée de facteurs
intrinseéques et extrinseques. Avec I'age, la qualité de I'architecture de la peau se détériore
sous l'action des effets cumulés de facteurs d’origine interne et externe.

Le vieillissement chronologique est un processus naturel auquel participe une carence
hormonale et ou la part de la composante génétique impliquée dans la longévité est estimée
a 25% (Ljungquist, 1998). A ce jour, le vieillissement hormonal de la peau est considéré
comme étant uniquement da a la carence cestrogénique, car il n'existe pas d'études prouvant
le role de la carence en progestérone dans le vieillissement cutané. Le vieillissement
chronologique se caractérise principalement par des altérations fonctionnelles plutét que
morphologiques. Cliniguement, il se manifeste par un teint terne, une peau séche, des ridules
présentant un certain degré de relachement et une variété de néoplasmes bénins (Yaar,
2002). Plus occasionnellement, ces ridules sont associées a des rides d’expression (rides du
front, rides de la patte d’oie et du sillon-nasogénien) induites par les mouvements naturels
répétés du visage. C'est surtout au-dela de I’age de 70 ans que les rides deviennent visibles
(Lavker, 1987).

A ce processus naturel s’ajoute le vieillissement extrinseque influencé par des facteurs
environnementaux, les plus connus étant la pollution atmosphérique, la consommation de
tabac, I'abus d’alcool et la malnutrition avec prédominance du soleil. En effet, ce sont les
UVA, UVB et infrarouges qui accentuent les dommages causés a la peau. Au niveau des zones
chroniquement exposées au soleil, les UVA, UVB et IR accélérent les dommages de la peau et
entrainent des manifestations autres que le vieillissement naturel : on parle alors
d’héliodermie. On estime que I'exposition aux UV est responsable de 80% des signes visibles
du vieillissement sur le visage, la zone la plus exposée du corps humain (Flament, 2013). Sur
cette zone, les signes cliniques de I'dge peuvent étre associés a la fois a la sécheresse, a
I'apparition de rides, de désordres vasculaires, d’hétérogénéité de la couleur de la peau (de
Rigal, 2010), de taches pigmentaires bien visibles a la surface du visage et de modifications
topographiques en trois dimensions des structures plus profondes de la peau. Ces
modifications, a la fois structurelles et fonctionnelles, reflétent I'effet combiné de la gravité,
de la résorption osseuse progressive et de la flaccidité (avec une ptose du bas du visage et un
relachement du cou), ainsi que d’'une diminution de I'élasticité, de la fermeté (Escoffier, 1988)
et de la redistribution du tissu graisseux sous-cutané (Coleman et Grover, 2006).

Quant au photo-vieillissement, il dépend du type de peau des individus et du degré
des dommages provoqués par I'environnement. Parmi les signes les plus visibles et les plus
spécifiques de ces effets, on notera les taches pigmentaires qui sont largement décrites dans
la littérature (Baumann, 2007). Selon Griffiths, le photovieillissement est caractérisé
principalement par des rides a la fois fines et profondes, ce qui souligne la difficulté de
caractériser ce parametre selon le type de vieillissement (Griffiths, 1992).

D’une fagon générale, malgré les différences (Tableau 7), il est difficile de faire la part du
vieillissement intrinseéque et du vieillissement extrinséque, dont les effets sont cumulés.
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Vieillissement intrinséque de la peau

Viellissement extrinséque de la peau

Rides fines (Ridules)

Rides

Texture lisse

Texture rugueuse

Teint clair

Teint gris, cireux

Pigmentation uniforme

Pigmentation hétérogene

Perte progressive de I'élasticité Perte importante de I’élasticité

Tableau 7 - Caractéristiques du vieillissement intrinséque et extrinséque de la peau (Langton, 2010)

Chez 'homme, de Rigal et al ont montré une diminution de I'épaisseur de peau totale
a partir de 70 ans, aussi bien sur une zone photo-exposée (face dorsale de I'avant-bras) que
sur une zone photo-protégée (face ventrale de I'avant-bras) de la peau (Figure 51) (de Rigal,
1989).
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Figure 51 - Variation de I'épaisseur de peau totale Epiderme - Derme (avant-bras) avec I’age (Echographie 25Mhz) (de Rigal,
1989)
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Associée a cette diminution de I'épaisseur de la peau, I'’échographie 25 Mhz a révélé une
augmentation de I'hétérogénéité dans le derme, avec apparition de la SENEB (Figure 52)
(=Sub Epidermal Non Echogenic Band). Cette bande non détectable chez le sujet jeune
augmente avec I'dge et représente chez le sujet agé presque toute I'épaisseur du derme.

Figure 52 - Sub Epidermal Non Echogenic Band (source : données internes L’Oréal)
L'épaisseur de la peau est relativement fine chez le sujet jeune et les personnes agées, alors qu’elle est plus épaisse chez
I’adulte. Sous la bande rouge, on notera une structure non échogénique que les auteurs ont nommée la SENEB.
D :Dermal Echogenic Band
S :SENEB Sub-Epidermal Non Echogenic Band

Histologiquement, le vieillissement chronologique cutané se manifeste par une
atrophie et un amincissement de I'épiderme (Gniadecka et Jemec, 1998), un aplatissement et
une duplication de la jonction dermo-épidermique (JDE) (Lavker, 1987) ainsi qu’une réduction
et une désorganisation des composants majeurs de la matrice extracellulaire dermique (MEC)
: fibres de collagenes, fibres d’élastine, protéoglycanes (PG) et glycosaminoglycanes (GAG)
(Figure 53). Une peau photo-vieillie, quant a elle, est caractérisée par de I'élastose au niveau
du derme et un dépo6t de matériel élastique amorphe au niveau du derme papillaire (Figure
54). Des analyses immuno-histologiques ont révélé qu’une peau photoexposée était associée
au niveau histologique a des signes chroniques d’inflammation, sans manifestation de signes
cliniques : augmentation croissante du nombre de mastocytes, de macrophages et de cellules
T CD4+ CD45R0O+ dans le derme, ainsi qu’une plus grande quantité de cellules dendritiques
CD1+ dans I'épiderme (Bosset, 2003).

0Old skin
Epidermis
DEJ ———
Dermis
ECM A ,
{ = :_:\\ -
Dy e R A

Figure 53 - Sections histologiques (source : données internes L’Oréal)
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Figure 54 - Caractéristiques histologiques de la peau photovieillie (Bosset, 2003)
Amas de fibres élastiques abondantes réparties depuis la partie haute du derme superficiel partout dans le derme.

Au niveau cellulaire, les voies de communication et les voies de réparation sont
modifiées (membranes altérées, médiateurs déficients...) et ne peuvent plus assurer un
fonctionnement optimal. Au final, tous les compartiments cellulaires sont concernés par le
vieillissement.

Au niveau moléculaire, les mécanismes sont variés, tels que le stress oxydatif, la
glycation des protéines, la protéolyse non controlée responsable de la dégradation des
macromolécules de la matrice, les erreurs commises lors des réparations de I’ADN etc.

Aujourd’hui, il est communément admis que les deux types de vieillissement partagent

probablement des mécanismes moléculaires communs, comme c’est le cas dans la formation
de ROS et de I'induction de métalloprotéinases (Figure 55) (Kohl, 2011).
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Comme nous l'avons vu précédemment, la théorie radicalaire du vieillissement

s’appuie sur des données montrant une production accrue d’especes radicalaires et des
marqueurs du stress oxydant au cours du vieillissement (Niki, 2009). Viennent s’ajouter les
UVA (320-400nm), les UVB (280-320nm) et les infra-rouge proches, IRA (760-1400nm) qui
génerent la formation d’un stress oxydatif sévére dans les cellules des différents
compartiments de la peau via l'interaction de chromophores, comme I'acide trans-urocanique
identifié dans I'épiderme, absorbant les UVA (Hanson et Simon, 1998) et des molécules
photosensibles (Figure 56). Ces espéces chimiques ont une grande réactivité et peuvent
provoquer d’importants désordres moléculaires : péroxydation lipidique qui atteint les
membranes, altérations protéiques et modifications nucléiques, activation de signaux de
transduction associés a la croissance, a la différenciation, sénescence réplicative et
dégradation des tissus conjonctifs (Pamplona, 2008).
Les enzymes anti-oxydantes de la peau comprennent les superoxydes dismutases (SOD), telles
gue CuZnSOD, manganese SOD et catalase. La SOD convertit I’anion superoxyde en péroxyde
d’hydrogéne, alors que la catalase dégrade le peroxyde d’hydrogene en eau. Des données
récentes chez I'homme montrent que le déséquilibre de la balance pro/anti-oxydant
s’accentue avec I’age, en relation avec une baisse des défenses anti-oxydantes (Wei, 2011).
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Figure 56 - Pénétration des UVB, UVA et IRA (infra-rouges proches) dans la peau humaine (Schroeder, 2008)

Les mécanismes précis selon lesquels les UVB, UVA et IRA sont impliqués dans le
vieillissement prématuré ne sont pas trés clairs. Bien qu’un certain nombre de voies
moléculaires aient été identifiées, le lien entre les différents mécanismes et les cibles
moléculaires reste a élucider. Parmi les voies identifiées, on notera celle de I’activation de la
voie de signalisation MAPK (mitogen-activated protein kinases), p38 et JNK (c-Jun amino
terminal kinase). Cette voie d’activation induit la transcription du complexe de transcription
nucléaire AP-1 (activator protein-1), composé des protéines c-Jun et c-fos. Au final, AP1 induit
la dégradation de collagene en stimulant I'expression des métalloprotéinases MMP-1, MMP-3
et MMP-9 et en empéchant la synthése de procollagéne-1 (Figure 57) (Yaar et Gilchrest 2007).
Les UV peuvent aussi induire la sénescence cellulaire prématurée sans impliquer le
raccourcissement des télomeres. Au cours de ce processus, de récentes données suggerent le
role-clé de la voie MAP kinase 38 (Debacq-Chainiaux, 2010) en plus de I'implication de Ila
cascade de transduction Ras/Raf/ERK déja connue.
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Figure 57 - Mécanismes moléculaires impliqués dans le photovieillissement (Yaar et Gilchrest 2007)

Par ailleurs, l'interaction entre les radicaux libres oxygénés peut former des résidus

protéines-carbonyles qui sont détectés en quantité plus élevée dans les différentes couches
de la peau chez 'homme (Sander, 2002 ; Kobayashi, 2008).
Le photovieillissement est aussi caractérisé par une augmentation du nombre de délétions
dans le génome mitochondrial. La délétion commune est 10 fois plus fréquente dans les peaux
photo-exposées en comparaison avec les peaux photo-protégées (Berneburg, 1997) chez un
méme sujet. De plus, les mutations de ’ADNmt de type « délétion commune » paraissent plus
particulierement spécifiques dans le photovieillissement, car leur quantité n’est pas corrélée
au vieillissement chronologique (Koch, 2001).

Nous nous proposons maintenant d’étudier plus en détail les modifications
structurelles, fonctionnelles et morphologiques de la peau au cours du vieillissement, de la
surface vers la profondeur de la peau (Figure 58), et ce en portant essentiellement notre
attention sur les données cliniques chez I’homme représentatives du tissu in situ. Des que cela
sera possible, nous attribuerons ces modifications plus spécifiqguement a l'une ou l'autre
forme du vieillissement, intrinséque ou extrinséque. Enfin, pour terminer ce chapitre, nous
nous intéresserons au vieillissement du cheveu et du scalp.

81



1.3.2 Focus sur le vieillissement des différents compartiments de la peau
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Figure 58 - Coupe de peau. (CNRS, Laboratoires de tribologie et dynamique des systémes)

1.3.2.1 L’épiderme

L'épiderme est un tissu qui nécessite des mécanismes précisément controlés pour assurer le
maintien de la fonction barriére indispensable a l'intégrité des tissus. Son renouvellement
permet |’élimination des cellules endommagées au niveau du stratum corneum. Son turnover
constant est réalisé a partir de cellules de la couche basale comprenant des cellules souches
épidermiques qui présentent un haut potentiel prolifératif, une grande capacité a
s’autorenouveler et a générer des cellules filles ou des cellules a amplification transitoire (TAC
= Transit Amplifying Cells). Aprés quelques cycles de division, les cellules a amplification
transitoire entament un processus de différenciation terminale, dénommé kératinisation ou
cornification. Les cellules a amplification transitoire quittent alors de fagon permanente le
cycle cellulaire pour se différencier progressivement en cornéocytes au cours de leur
migration vers |'extérieur. Par ailleurs, les mélanocytes, eux aussi distribués dans la membrane
basale, pourraient jouer un role protecteur des cellules souches et des cellules basales
prolifératrices (Krunic, 2009) (Figure 59 et Figure 60).
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Certaines études ont mis en évidence un amincissement de I'épiderme avec I’age au cours du
vieillissement chronologique (Lavker, 1979), et une modification de la composition du stratum
corneum (SC) (Elias et Gadially, 2002 ; Hashizume, 2004). En particulier, le renouvellement des
lipides semble réduit (Jensen, 2005).

Remarque : Il existe de nombreuses données contradictoires, aussi bien sur la variation de
I'épaisseur de [I'épiderme (Whitton et Everall, 1973) que sur la composition et le
renouvellement des lipides au cours du vieillissement (Waller et Maibach, 2006).

Par ailleurs, le processus de cicatrisation est ralenti, en relation avec une diminution
de la capacité proliférative des kératinocytes (Yaar, 2002). De plus, la fonction barriére est plus
facilement altérée chez les sujets agés comparativement aux sujets jeunes, avec un temps de
récupération doublé chez les sujets agés, ce qui serait en partie di a une diminution de la
synthése lipidiques (Elias et Gadially, 2002 ; Marionnet, 2003). L’ensemble de ces observations
cliniques indique que le potentiel régénératif et la fonction globale de I'’épiderme sont altérés
avec 'age. Dans la mesure ou les capacités régénératives de la peau sont dépendantes de la
fonctionnalité des cellules souches et des cellules pro-génitrices, plusieurs travaux se sont
intéressés aux modifications de ces cellules au cours du vieillissement dans les populations de
kératinocytes. Ainsi, des travaux récents, menés a partir des prélévements de peau collectés
sur 50 volontaires agés de 18 a 71 ans, ont montré que le nombre de cellules souches
épithéliales ne diminuait pas au cours du vieillissement. En revanche, il semblerait que des
modifications de leur microenvironnement auraient un impact sur la capacité de régénération
de la peau, et donc sur leur fonctionnalité (Zobiri, 2012). Ces travaux viennent corroborer des
études chez la souris. Les résultats suggerent que les cellules souches de |'épiderme seraient
intrinsequement résistantes au vieillissement ; ce serait leur environnement local ou les
facteurs systémiques qui moduleraient le vieillissement (Giangreco, 2008). Ainsi, 'analyse de
la transcription des génes (par la technique DNA microarray) a partir de cellules souches
épithéliales de follicules pileux a mis en évidence une augmentation de I'expression de
plusieurs types de cytokines responsables de I'altération de leur fonctionnalité (Doles, 2012).
L'inflammation a long terme étant liée a la progression tumorale, les auteurs suggérent que
I'altération des cellules souches et, en conséquence, I'altération des tissus pourraient étre le
résultat de mécanismes suppresseurs de tumeurs.

Remarque: D’autres travaux sur des cellules souches épidermiques de souris n‘ont pas mis en
évidence de différence, ni dans leur nombre, ni dans leur fonctionnalité, ni de différence dans
I’expression de génes, ni une augmentation des ROS avec I'dge. Les auteurs considérent les
cellules souches épidermiques comme un modeéle unique parmi les cellules somatiques dans la
mesure ou elles semblent résister au vieillissement (Racila et Bickenbach, 2009).

De plus, les hormones féminines pourraient aussi influencer significativement la
composition du SC en sphingolipides, suggérant ainsi qu’une diminution du taux hormonal au
cours du vieillissement pourrait aussi impacter la fonction barriére. Enfin, I'expression de
molécules spécifiguement impliquées dans I'adhésion basale des kératinocytes (intégrines a
6B4, par exemple) (Aumailley et Rousselle, 1999 ; Kaya, 2006) ou dans la cohésion des
kératinocytes (CD44), récepteur de I'acide hyaluronique) (Bourguignon, 2004 ; Hudson, 1995)
diminue avec I'dge. L’acide hyaluronique (glycosaminoglycane non sulfaté), largement
distribué dans la peau, est impliqué dans I'épiderme, dans I'adhésion des cellules et sur
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I’épaisseur de |'épiderme, la régulation de la prolifération, I'adhésion, la migration, la
différenciation, la réponse inflammatoire et la cicatrisation via ses récepteurs CD44 et
RHAMM (Hyaluronan-mediated motility receptor). Il diminue de fagon drastique avec I'age
(Oh, 2011) tout comme le syndécan 1, un protéoglycane transmembranaire, composé d’une
protéine coeur portant plusieurs chaines de glycosaminoglycanes et exprimé dans toutes les
strates de I'épiderme et localisé aux jonctions cellule/cellule (Figure 61).
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Figure 61 - Changements en HAS2, CD44 et Syndecan 1 au cours du vieillissement (Oh, 2011)
Changements en HAS2 (Hyaluronic acid synthase 2), CD44 et Syndecan 1 au cours du vieillissement chronologique chez
I'homme et la femme - biopsies de la peau de fesse.

Quant au photovieillissement, il se caractérise histologiquement par une variabilité de
I’épaisseur de I’épiderme avec une maturation désorganisée de ce denier (Yaar, 2002). Les
mélanocytes sont distribués de facon hétérogene au niveau de la membrane basale, avec, soit
une augmentation, soit une diminution de mélanocytes en fonction des zones. Le nombre de
cellules de Langerhans est lui aussi diminué, ce qui entraine une baisse de la réponse
immunitaire (Gilchrest, 1982). Aujourd’hui, le postulat proposé est celui-ci : d’une part,
I'atrophie épidermique, le ralentissement du processus de cicatrisation et les pseudo-
cicatrices dépigmentées seraient la résultante de I'apoptose des cellules souches dans la
couche basale de la peau et dans le bulge du cheveu induite par les UV ; d’autre part, la plus
grande production de mélanine observée dans les mélanocytes sénescents (Bandyopadhya et
Medrano, 2000) pourrait étre responsable du « bronzage » permanent observé sur la peau de
certains sujets photovieillis.

Remarque : Les événements moléculaires qui conduisent aux modifications pigmentaires
caractéristiques de la peau photovieillie restent a élucider.
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Ce sont les UVB qui agissent préférentiellement dans I’'épiderme en provoquant des
dommages de I’ADN, aussi bien dans les kératinocytes que dans les mélanocytes. lls induisent
aussi la production de facteurs solubles et plus particulierement des enzymes protéolytiques.
Par la suite, ces enzymes affectent le derme (Fisher, 1997). Quant aux radiations UVA et IRA,
elles pénetrent plus profondément dans la peau avec des effets directs dans le derme et
I’épiderme (Figure 56).

Les ROS induits par les UV endommagent les protéines parmi d’autres composants cellulaires.
Dans les kératinocytes, on observe un déclin de I'activité du protéasome, plus précisément de
certaines de ses sous-unités, associé a une accumulation de protéines oxydées (Farout et
Friguet, 2006), aussi bien au cours du vieillissement chronologique que de la sénescence
réplicative et du photovieillissement (Petropoulos, 2000). Récemment, Bulteau et al ont
montré in vitro que la partie centrale du protéasome 20S était plutdt résistante aux UV
(Bulteau, 2007). Au niveau de la structure générale des protéines, alors que dans les peaux
jeunes photoexposées ou photoprotégées la majorité des protéines ont une conformation
hélicoidale, des changements de conformation sont observés dans les peaux agées, et de
facon plus marquée dans les peaux photoexposées. Grace a la spectroscopie Raman,
Gniadecka et al ont montré une augmentation du repliement avec une exposition moindre des
résidus aliphatiques vis-a-vis de I'eau (Gniadecka, 1998). De plus, I'augmentation d’acides
aminés hydrophobes dans le stratum corneum, telle que rapportée chez les sujets agés,
pourrait expliquer 'augmentation de la xérose chez ces individus, tant on sait que les acides
aminés jouent un réle important dans la liaison avec I'eau dans le stratum corneum (Waller et
Maibach, 2006).

Pour conclure, on peut se demander si I'épiderme constitue une cible majeure du
vieillissement. En effet, cette strate qui protege I'ensemble du corps se renouvelle presque a
un rythme constant durant la vie d’un individu. En plus des cellules souches épidermiques
dont le nombre reste constant avec I'age, I’épiderme est un des rares tissus-parmi ceux qui se
régénérent-a exprimer la télomérase (Boukamp, 2005). A ce jour, il n’y a aucune preuve du
déclin de son activité avec I’age in vivo, ni d’'une diminution statistiquement significative de la
longueur des télomeéres au cours du vieillissement (Krunic, 2009). Enfin, des approches
récentes d’épigénomique ont révélé une certaine stabilité du méthylome, mais ont également
identifié dans I'épiderme agé des modifications locales du taux de méthylation qui impactent
I'expression de génes, notamment ceux impliqués dans la régulation des structures
chromatiniennes (Raddatz, 2013).

Qu’en est-il du vieillissement de la zone sous-jacente a I'épiderme, la Jonction Dermo-
Epidermique (JDE)?
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1.3.2.2 La jonction dermo-épidermique
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Figure 62 - Vues schématiques et au microscope électronique a transmission de la jonction dermo-épidermique de la peau
humaine (source : données internes L’Oréal)

Structure complexe résultant de I'interaction entre les kératinocytes et les fibroblastes,
la JDE est importante pour de nombreuses fonctions biologiques. Elle permet, d’'une part, la
cohésion entre I’épiderme et le derme (Marionnet, 2006) et constitue, d’autre part, une
interface dynamique pour la régulation des échanges des facteurs solubles entre I’épiderme
et le derme (Finch, 1989) (Figure 62). Ainsi, cette structure particuliére contribue au maintien
de la fermeté et de la densité, permettant ainsi d’atténuer les signes visibles de I'age (rides,
ptose). Histologiquement, la caractéristique la plus marquante du vieillissement de la JDE est
son aplatissement avec la perte progressive de son ondulation. Au cours du vieillissement, on
observe une diminution de I'expression de collagéne VII, responsable de I'ancrage de la
membrane basale aux fibres de collagénes du derme (Chen, 1994) et un dédoublement
(réduplication) de la lamina densa, zone d’ancrage intermédiaire pour les filaments issus de
I’épiderme et ceux issus de la zone fibrillaire du derme papillaire (Lavker, 1987) (Figure 63 et
Figure 64). Cette perte de collagéne VII, plus significative dans les peaux photovieillies,
associée a la perte d’interconnexion avec d’autres protéines au niveau de la membrane basale
(laminines, perlecan, nidogenes, collagene VI) conduit a la perte d’intégrité de |'architecture
de la peau et a la diminution de la résistance de la peau au stress mécanique (Oh, 2011 ;
Watson, 2001 ; Lavker, 1979 ; Camacho- Vanegas, 2001 ; Batisse, 2002).
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Figure 64 - Vues au microscope électronique de la réduplication de la lamina densa de la peau humaine (source : données

internes L’Oréal)

Toutes les altérations au niveau de la JDE ont des répercussions sur les propriétés mécaniques
de la peau assurées en grande partie par le compartiment dermique.
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1.3.2.3 Le derme

Derme superficiel (papillaire)

—fibroblastes papillaires

Derme profond (réticulaire)

—fibroblastes réticulaires

Figure 65 - Vues schématiques et histologiques du compartiment de la peau humaine (source : données internes L’Oréal)

Dans ce compartiment (Figure 65), le vieillissement se caractérise par des changements
phénotypiques des cellules, mais aussi par des altérations profondes, structurelles et
fonctionnelles de la matrice dermique extracellulaire (MEC). Dans la MEC, les fibres de
collagénes, les fibres élastiques et les protéoglycans sont indispensables pour assurer
respectivement les propriétés de tension, de résilience et d’hydratation. L'extréme longévité
de ces molécules, comparée a celles des protéines intracellulaires, les expose a I'accumulation
de dommages conduisant a l'altération de leurs propriétés mécaniques et a la perte du
maintien de 'homéostasie tissulaire (Naylor, 2011). En effet, le vieillissement chronologique
du derme se caractérise par une diminution de la synthése des protéines les plus abondantes
du derme, c’est-a-dire des collagénes de type | et lll (Uitto, 1989). L'ensemble des composés
fibreux de la MEC se dégrade, c’est-a-dire le réseau fibreux élastique (Figure 66 et Figure
67) (Langton, 2010) et les collagénes de type |, Ill et IV (EI-Domyati, 2002). On observe plus
spécifiguement dans la peau photovieillie une perte des fibres de collagéne VII (Watson, 2001)
ainsi qu’une perte de la fibrilline-1 au niveau de la JDE (Watson, 1999).
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Figure 66 - Le réseau de fibres élastiques : élastine (lignes grises pleines) et fibrilline (lignes grises en pointillés) (Langton,
2010)
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Figure 67 - Remodelage de la matrice dermique extracellulaire au cours du vieillissement intrinséque et extrinséque d’une
peau agée (Naylor, 2011)

Toutes ces modifications moléculaires seraient associées a la perte de résilience et a la
formation des rides. Il semble treés probable qu’il y ait un lien causal entre le remodelage des
fibres élastiques et les modifications fonctionnelles de I'élasticité au cours du vieillissement
(Sherratt, 2009). En plus des conséquences mécaniques, le remodelage aberrant du systéme
des fibres élastiques semble avoir des effets cellulaires et biochimiques. En particulier, les
fragments d’élastine appelés élastokines auraient une influence sur le systéme immun
(Adair-Kirk et Senior, 2008) en agissant sur les lymphocytes pour promouvoir I'apoptose (via
I'expression des élastases) et sur les monocytes pour contrer le processus inflammatoire
(Debret, 2005 ; Baranek, 2007). Les peptides de fibrilline régulent la surexpression des MMPs
qui ont la possibilité de dégrader la majeure partie des protéines de la MEC (Naylor, 2011).

Alors que les propriétés mécaniques du derme s’altérent, associées a la diminution de
la solubilité des fibres de collagénes et a la dégradation du réseau de fibres élastiques, les
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glycosaminoglycans (GAGs) et protéoglycans (PGs), acteurs-clés du dialogue intercellulaire,
au caracteére extrémement hydrophile, conférant au derme sa souplesse, sa résistance a la
compression, subissent eux aussi des modifications importantes (Naylor, 2011) (Figure 67).
Ces modifications sont autant quantitatives-synthése, dégradation, expression de leurs
récepteurs membranaires (Tzellos, 2009 ; Oh, 2011) - que qualitatives avec notamment un
raccourcissement des chaines GAG (Carrino, 2011). De facon surprenante, dans la peau agée
photoexposée, comparée a la peau photoprotégée jeune ou agée, la quantité de GAG
augmente, notamment I'acide hyaluronique et la chondroitine sulfate. A premiére vue, ces
données pourraient paraitre paradoxales dans la mesure ol la peau exposée agée présente un
aspect clinique parcheminé et plus sec. Or, grace a la microscopie laser confocale, on a montré
gue les GAGs dans le derme des peaux agées photoexposées étaient anormalement distribués
sur le matériel élastique (Bernstein, 1996). En d’autres termes, ce réseau est
différentiellement remodelé selon la sévérité du photovieillissement. De plus, plusieurs
travaux ont montré que I'expression du lumican appartenant aux SLRPs (Small Leucine Rich
Proteoglycans), importants dans la régulation et I'organisation du réseau de collagénes,
diminuait significativement avec I’age (Vuillermoz, 2005 ; Oh, 2011). L’équipe de Vuillermoz a
montré une diminution de I'accumulation du lumican dans la peau agée, avec une forte
altération du ratio lumican /décorine. Au vu de I'importance de ces 2 SLRPs dans I'organisation
et les propriétés du derme, ces auteurs proposent que ces altérations pourraient étre
impliquées dans les altérations fonctionnelles qui caractérisent la peau agée (Vuillermoz,
2005) (Figure 68 et Figure 69).
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Figure 68 - Diminution de I’expression génique (ARN) du lumican et du ratio lumican/décorine par les fibroblastes de peau
humaine en fonction de I’dge du donneur (Vuillermoz, 2005).
AU: arbitrary units
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Figure 69 - Diminution de I'expression génique (ARN) du lumican et du ratio lumican/décorine par les fibroblastes de peau
humaine en fonction de I’dge du donneur (Vuillermoz, 2005).
Le Lumican est détecté (en vert) dans le derme superficiel par des anticorps spécifiques marqués avec FITC.
(IsoThioCyanate de Fluorescéine). Echelle: 50 pm
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Par ailleurs, les produits de glycation appelés AGE (Advanced Glycation end products),
issus d’un processus chimique de glycation qui fixe les sucres sur les fibres de collagenes,
s’accumulent avec I’age. Ces fibres s’agglomérent entre elles, se durcissent et entrainent une
rigidification qui contribue aussi a la perte d’élasticité du derme (Corstjens, 2008).

Au final, I'ensemble des altérations moléculaires, telles que la dégradation des fibres
de collagéne, la diminution de leurs interactions entre elles, leur fragmentation et I’altération
des molécules d’adhésion (intégrines et adhésions focales), pourrait étre les facteurs-clés du
désancrage des fibroblastes de la MEC (Nayal, 2004 ; Lavker, 1995 ; Fisher, 2008 ; Zheng,
2012) (Figure 70 et Figure 71). Méme si les mécanismes moléculaires responsables de
I'altération du tissu dermique connectif restent encore a élucider, des études
transcriptomiques a partir de biopsies humaines jeunes et agées ont montré que des taux
élevés de CCN1 (Cyr61/CTGF/NOV family member 1), protéines matricielles sécrétées et
associées a la MEC, dans la peau humaine agée, régulaient négativement la synthese de
collagéne | et lll et augmentaient sa dégradation (Quan, 2010). La méme équipe a montré que
CCN1 altérait 'homéostasie du tissu collagénique en favorisant I'excrétion de protéines
sécrétoires spécifiques, telles que, d’une part, les métalloprotéinases MMP-1, MMP-3
(stromelysin-1) et MMP-9 (gélatinase) et, d’autre part, les cytokines pro-inflammatoires, telles
qu’lL-1B et IL-6 (Quan, 2011). Ainsi, CCN1 serait associé a un phénotype sécrétoire lié a I'age
dans les fibroblastes dermiques capables d’induire la réduction et la fragmentation de
collagenes dans la peau humaine agée (Figure 72). D’autres études ont montré que le taux de
sécrétion de cytokines (IL-6 et IL-8) était dépendant de I'dge chronologique des fibroblastes
humains (Wolf, 2012).

Figure 70 - Les altérations du tissu connectif dermique sont caractéristiques du vieillissement chronologique dans la peau
agée. (Quan, 2011).

Images représentatives par microscopie force atomique (MFA) a) Derme humain jeune : les fleches blanches indiquent les
fibrilles de collagénes intactes b) Derme humain agé : les fleches noires indiquent des fibrilles de collagéne endommagées.
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Figure 71 - La fragmentation des fibrilles de collagéne dans le derme d’une peau agée /Photo vieillie est la cause du
désancrage des fibroblastes de la MEC (Fisher, 2008).
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Figure 72 - Proposition de modéle du réle de I'induction d’'un phénotype sécrétoire par CCN1 au cours du vieillissement

(Quan, 2011)

Plusieurs équipes suggerent que la perte de tension mécanique entre les fibroblastes
et la MEC influencent la morphologie et I'activité des fibroblastes papillaires (Huang, 2012).
Ces derniers s’arrondissent et se désancrent de la MEC (Varani, 2004 ; Varani 2006 ; Fisher,
2008), aussi bien au cours du vieillissement intrinséque qu’extrinséque, (Figure 73). Les
modifications morphologiques des fibroblastes associées a la perte fonctionnelle des
collagenes de la matrice contribueraient au développement des rides et a la perte des

tensions mécaniques de la peau (Fisher, 2008) (Figure 74).
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Figure 73 - Coupes histologiques de peau photoprotégée chez le sujet jeune et le sujet agé (Varini, 2006)
Sujet jeune (18-29 ans): les fibroblastes sont bien étalés et aplatis. Leur surface est en étroit contact avec la MEC.
Sujet agé (+ de 80 ans): les fibroblastes s’arrondissent et leur surface de contact avec la MEC est réduite.
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Figure 74 - Lien entre la diminution des tensions mécaniques, la production de collagénes et la fragmentation des
collagénes dans la peau humaine (Fisher, 2008)

Récemment, des études in vitro sur peau reconstruite et a partir de cultures cellulaires
ont identifié le derme superficiel comme une cible préférentielle du vieillissement dans la
mesure ou les changements cellulaires affectaient préférentiellement les fibroblastes
papillaires (FP) (Mine, 2008) (Figure 75). Ainsi, au cours du vieillissement, le derme papillaire
diminue en volume et les FP ont la capacité de se différencier en fibroblastes réticulaires
(Janson, 2013). De plus, la réduction de la capacité de croissance des FP pourrait contribuer a
leur déclin dans le derme papillaire. Les modifications de leur profil de sécrétion
(augmentation des MMP-1, MMP-2 et MMP-3) pourraient expliquer les modifications
structurales du derme superficiel au cours du vieillissement. Ainsi, la perte des
caractéristiques des FP pourrait avoir des conséquences a la fois sur le derme et sur
I’épiderme.
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Figure 75 - lllustration de I'effet du vieillissement sur la peau (épiderme+derme) (Mine, 2008)

C’est aussi essentiellement dans cette partie supérieure du derme que l'on retrouve une
accumulation des dommages induits par les ROS (Sander, 2002). Contrairement aux cellules
épidermiques qui sont dégradées rapidement par les méthionines sulfoxides réductases, les
protéines oxydées du derme persistent plus longtemps (Garmyn, 2006). L’accumulation de
protéines oxydées dans la cellule inhibe la fonction du protéasome et la capacité des cellules a
dégrader des protéines endommagées additionnelles (Chondrogianni, 2003).De plus, on
observe une accumulation de lipofuscine, un agrégat hautement oxydé comprenant des
protéines et des lipides oxydés qui inhibe la fonctionnalité du protéasome (Terman et
Sandberg, 2002). Récemment, des études ont montré que le protéasome faisait partie
intégrante de la réponse au stress UV induit en liant la dégradation de protéines
intracellulaires et extracellulaires. Ainsi, l'irradiation par les UVA de fibroblastes en culture
induit I'augmentation de I'expression du géne codant pour la MMP1 (métalloprotéase
matricielle de type 1) impliquée dans la dégradation de la matrice extracellulaire (Catalgol,
2009).

L'ensemble de ces résultats sur le derme a permis d’identifier le derme superficiel comme une
cible majeure dans la lutte contre le vieillissement puisque les altérations pourraient avoir des

répercussions sur les autres compartiments, JDE et épiderme. En comparaison aux
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kératinocytes de I'épiderme, les fibroblastes ne posseédent pas de télomérase (Boukamp,
2005). Leurs télomeres sont aussi moins résistants que les kératinocytes aux dommages de
I’ADN et a l'inhibition de la croissance par des agents oxydants, tels que les UVB ou les
radiations ionisantes. Le raccourcissement des téloméres dans les fibroblastes pourrait aussi
entrainer des altérations dans I'épiderme (D'Errico, 2007 ; Buckingham et Klingelhutz, 2011).
Enfin, une autre distinction du derme en comparaison a I'épiderme est la localisation des
cellules souches, qui reste a déterminer.

La peau humaine représente un organe de choix pour I'étude des modifications liées a
I'age et des changements épigénétiques, dans la mesure ou cet organe est directement
exposé aux facteurs environnementaux et qu’il est facilement accessible a partir de
prélevements de sujets sains (biopsies, bulles de succion...). Alors que nous venons de décrire
les modifications liées a I'age dans chaque compartiment de la peau, cet organe doit étre
considéré avant tout comme une structure tridimensionnelle transversale et continue grace a
I’existence d’un réseau de structures moléculaires sous-jacent a tous les compartiments. C'est
I'agencement spécifique des différentes structures moléculaires qui conféere des propriétés
dynamiques a I'ensemble du tissu et qui garantit I'intégrité de I'architecture de la peau. Au vu
de l'interconnexion des phénomenes, des approches globales, telles que la transcriptomique
et la protéomique, sont intéressantes car elles permettent de mieux caractériser, sans a priori,
les événements moléculaires qui sous-tendent ces altérations. Enfin, alors que I'importance du
contrOle épigénétique de I'expression des genes émerge peu a peu en biologie cutanée, ce
seront peut-étre les approches d’épigénomique qui permettront d’établir les signatures
moléculaires du vieillissement de la peau et d’appréhender les conséquences a long terme des
stress environnementaux chroniques sur le tissu cutané. Dans ce sens, une étude a |’échelle du
génome portant sur les signatures épigénétiques spécifiques du vieillissement cutané et des
effets de l'exposition solaire dans I'épiderme et le derme a révélé des changements
significatifs d’'un petit nombre de marqueurs, avec deux tendances : i) I'hyperméthylation lors
du vieillissement et ii) I'hypométhylation lors de I'exposition solaire. Selon ces chercheurs, ces
modifications épigénétiques pourraient jouer un role sur I’apparence de la peau agée ou
exposée chroniquement au soleil (Gronniger, 2010).
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1.3.3 Focus sur le vieillissement du follicule pileux et du scalp

1.3.3.1 Impact de I’dge sur la croissance du cheveu
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Figure 76 - Follicule pileux in toto (source: L’Oréal)
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Figure 77 - Les différents compartiments du bulbe pilaire (Bernard, 2006)

Les 100000 a 150000 follicules pileux d’une chevelure normale sont soumis
continuellement a des cycles de vie. Chaque cycle se caractérise par une phase de croissance
de la tige pilaire (phase anagéne), une phase d’involution (phase catagene) et une phase de
repos, aboutissant a la chute des cheveux (phase télogéne) (Courtois, 1994). La durée
moyenne de chacune des phases est respectivement de 3 ans, 3 semaines et 3 mois. Au cours
de la phase télogéne, le cheveu va étre éliminé de fagon active (phase exogéne) avant que le
follicule n’entre dans une phase de latence ou phase kénogene (Rebora et Guarrera, 2002) qui
peut durer quelques mois. A la suite de la phase télogéne, le follicule se régénére a partir d’'un
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réservoir de cellules pluripotentes au cours d’'une phase de néo-morphogénese active,
récemment nommée néogeéne (Bernard, 2012), puis il entame une nouvelle phase anagéene
(Figure 78). Sur une chevelure normale, environ 85% des follicules sont en phase anagene et
15% en phase télogéne. Ces phases successives constituent le cycle pilaire (Bernard, 2006).

Anagen Telogen

Kenogen

Exogen

Changes with ageing

Figure 78 - Représentation des changements du cycle pilaire avec I'dge (Messenger, 2011)

Chaque jour, nous perdons naturellement entre 50 et 100 cheveux. Une fois tombés, les
cheveux se renouvellent de facon cyclique, asynchrone et stochastique, a partir d’'un double
réservoir de cellules souches (Bernard, 2006). Ce renouvellement concerne aussi le
compartiment pigmentaire a I'origine de la couleur des cheveux, qui se régénére a partir d'un
réservoir de mélanocytes progéniteurs. Au-dela de 100 cheveux perdus chaque jour, on parle
de chute excessive ou précoce. Une chute excessive peut étre, aprés 50 ans, le simple signe du
vieillissement capillaire naturel, comme I'apparition des rides de la peau. Chez 'homme, on
parle d’alopécie androgénétique (AGA), qui est la plus fréquente des alopécies. Elle résulte de
I'action accrue des hormones androgénes associée a une prédisposition génétique. Elle est
marquée par le retrait de la limite front-cheveux dans la région des tempes, qui se
dégarnissent largement. Il apparait par la suite une perte de cheveux partielle mais croissante
dans la région du sommet de la téte (tonsure) (Figure 79).

Remarques : -Chez 'homme, une chute de cheveux excessive peut aussi résulter d’un
phénoméne de « vieillissement accéléré » du cheveu, se traduisant par une chute précoce
pouvant apparaitre des I'adolescence.

-1l existe des variations interethniques de la topographie de la chute masculine,
par exemple chez les Coréens, qui sont particulierement concernés par les chutes précoces au
niveau de la nuque (Loussouarn, 2005).
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Figure 79 - Echelles globales d’évaluation de I'alopécie chez les hommes (Echelle d’Hamilton) et chez les femmes (Echelle de
Ludwig) (Hamilton, 1951;Ludwig, 1977)
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L’AGA est caractérisée par plusieurs parameétres parmi lesquels un raccourcissement
de la phase de croissance du cheveu (anagéne). D’une durée normale de 3-4 ans, elle passe a
moins d’1 an. La vitesse de pousse du cheveu est ralentie (Loussouarn, 2005) et la phase de
latence s’allonge (période entre la chute du cheveu et I'émergence d’'un nouveau cheveu
anagene) (Figure 78). Le nombre de cheveux en phase télogene augmente et dépasse 20%. Le
follicule s’implante de moins en moins profondément dans le derme et se miniaturise
progressivement. Ainsi, le cheveu produit est plus court, plus fin, comparable a un duvet. On
parle de calvitie quand le dégarnissement de la chevelure est total. D’autres changements
sont aussi observés, tels qu’une fragilité de la fibre capillaire, une diminution de la densité et
du diametre des cheveux (Courtois, 1995 ; Birch, 2001).

Chez la femme, la chute de cheveux est caractérisée par une perte diffuse des cheveux
avec une distribution topographique différente de celle de 'lhomme puisqu’elle affecte le
scalp au niveau du crane et du front (Figure 79). Qualifiée aussi d’AGA, elle est associée a une
diminution de la densité des cheveux : la distribution normale de cette variable indique qu’elle
est déterminée par un trait multifactoriel. D’autres, tels que le diamétre du cheveu par
exemple, peuvent aussi affecter de facon indépendante la densité et la perception de la chute
(Birch, 2001). Robbins et al proposent de quantifier la perception de la chute par les femmes
en combinant la contribution de la densité avec le diameétre (Figure 80) (Robbins, 2012).

100 4

Diameter

Hair count
-
~e 9

100 4

D T S S

Age Age (years)

Figure 80 - Diamétre des cheveux en fonction (um) de I’age par analyse OFDA (optical fibre diameter analysis) et densité en
fonction de I'dge (cheveux/cm2) par analyse d’image (Robbins, 2012)
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Le démarrage de la perte des cheveux peut avoir lieu a n’'importe quel age, par exemple a la
puberté ou encore aux alentours de la trentaine, période a laquelle il est le plus fréquent. Mais
c’est a la ménopause que les femmes pergoivent le plus fréquemment I'étendue de la chute
des cheveux qui impliquent des modifications hormonales post-ménopausique dans I'étiologie
de la chute (Messenger, 2011). La prévalence augmente avec I'age : elle approche 40% a I'age

de 70 ans dans la population caucasienne (Figure 81).
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Figure 81 - Fréquence de la population de I'alopécie androgénétique chez la femme (Messenger, 2011)

Enfin, une étude portant sur un grand nombre de femmes coréennes (n= 150) a révélé que le
vieillissement intrinséque du cheveu et du scalp débutait vers la quarantaine avec une
diminution des parametres associés a la croissance - densité, diamétre et force de tension, ce
dernier parametre dépendant du diametre - ainsi qu’a une diminution de la brillance des
cheveux (Kim, 2013) (Figure 82). Dans une étude antérieure portant cette fois sur des
femmes japonaises, cette diminution de la brillance a été associée a I'augmentation de la

courbure des cheveux.
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Figure 82 - Photographies représentatives de I'apparence de la chevelure chez la femme coréenne (Kim, 2013)
Vertex - (a) x 10 et (c) x1: densité des cheveux en nombre/cm?2 ;(b) x60 : diamétre des cheveux en um.
Couronne au-dessus de la téte - (d) brillance des cheveux (détermination de la valeur du L=luminance)

Remarque : Chez la femme, bien qu’il y ait un déclin progressif de la production de cheveux
avec I’dge, on observe une large variation interindividuelle dans la durée de ce processus et la
sévérité de la chute.

Histologiguement, chez 'lhomme, il est communément admis que 'alopécie est un
processus caractérisé par la miniaturisation progressive du follicule pileux se déroulant sur
plusieurs cycles et aboutissant au remplacement des cheveux terminaux par du vellus
(Whiting, 1993). Il est communément admis que ce processus est le méme chez la femme,
méme s’il n’a pas été étudié aussi en détail. Ainsi, une faible densité des cheveux chez la
femme pourrait étre due a une prolongation de la phase de latence du cycle pilaire
aboutissant a des follicules « vides ». Or, Birch et al n’ont pas pu mettre en évidence chez la
femme le passage a des diameétres fins associé a une chute de la densité, comme attendu si le
processus de miniaturisation est progressif. Selon ces auteurs, ces observations suggérent que
si le processus de miniaturisation existe chez la femme, il pourrait se dérouler rapidement
voire, dans I'espace d’un seul cycle pilaire (Birch, 2001). Chez la femme, la chute des cheveux
est tres certainement multifactorielle, impliquant des facteurs environnementaux en plus de
sa dépendance aux androgenes et du statut hormonal qui affecte la croissance du cheveu.
Enfin, récemment, des travaux ont montré une augmentation de la caspase 1, une protéine
impliquée dans la signalisation de I'inflammasome, au niveau de zones alopéciques du scalp.
Comme des infiltrats périfolliculaires et interfolliculaires de lymphocytes et de mastocytes,
avec possiblement de la fibrose, sont fréqguemment observés a partir des biopsies de scalp
atteints d’AGA (Jaworsky, 1992), les auteurs suggérent que la caspase 1 régulerait en amont le
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mécanisme de l'inflammation innée régulant ainsi le cycle pilaire et I’AGA (de Rivero Vaccari,
2012).

Remarque : -L’influence du statut hormonal sur la chute des cheveux est controversée. En effet,
seulement une seule étude épidémiologique parmi les quelques-unes existantes montre une
accélération de la prévalence de chute dans les premieres années aprés 50 ans (Messenger,
2011).
-Il reste a démontrer que les facteurs génétiques chez la femme et chez ’lhomme
sont les mémes.

1.3.3.2 Impact de I'dge sur le blanchissement du cheveu

A cOté des modifications observées au niveau de la croissance du cheveu, le

blanchissement des cheveux est le trait le plus manifeste de son vieillissement. Son incidence
et son intensité varient en fonction des différences ethniques et géographiques (Panhard,
2012 ; Kim, 2013). D’une facon générale, 74% des personnes sont concernées par le
blanchissement (Panhard, 2012). Malgré tout, il existe une grande variation interindividuelle
dans le développement, certainement due a des facteurs génétiques et a des conditions
environnementales (stress, pollution, régime nutritionnel...).
Le cheveu blanc est un cheveu non pigmenté. Dépourvu de pigment de mélanine, le cheveu
prend un aspect translucide. Le processus de blanchissement est di a une disparition
progressive des mélanocytes souches au niveau du réservoir et, par voie de conséquence de
ceux de l'unité de pigmentation chargés de produire la mélanine qui pigmente le cheveu. A
chaque cycle, le renouvellement de l'unité de pigmentation faiblit, la quantité de mélanine
décroit. Au final, les mélanocytes du réservoir et du bulbe disparaissent totalement, le cheveu
devient tout blanc (Commo, 2004).

Enfin, on concoit aisément que les modifications du cheveu au cours du vieillissement
ne vont pas sans la transformation structurale et physiologique de son support biologique, le
cuir chevelu. Or, bien que le cuir chevelu soit chargé du maintien physique des follicules
pileux, de leur apport en oxygene et en nutriments via la circulation sanguine, le vieillissement
du scalp n’a quasiment pas été exploré.

1.3.3.3 Le vieillissement du scalp

Une étude récente sur population caucasienne comparant un groupe jeune (25-35 ans)
a un groupe agé (60-65 ans) a révélé une légere baisse de température du scalp avec I'age
(Poulardier, 2013). Ce résultat inédit est pertinent dans la mesure ou la vascularité du scalp
diminue avec I’'age (Wright, 2006). D’autres données sur panel de femmes japonaises ont mis
en évidence I'existence d’une corrélation entre le flux sanguin et le diametre du cheveu selon
les classes d’age, soulignant ainsi I’évolution du flux sanguin avec les modifications des
parameétres des cheveux (Soga, 2012). De plus, une diminution de la perte insensible en eau a
été mesurée dans le scalp des personnes agées, probablement di au ralentissement du
métabolisme au niveau du scalp plutét qu’a des modifications dans les composants du stratum
corneum (Poulardier, 2013). Par ailleurs, I'épaisseur totale de la peau (épiderme+derme)
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aurait tendance a augmenter avec I'dge, alors que celle de I'épiderme diminuerait, cette
derniére étant certainement associée a des modifications au niveau de la papille dermique,
notamment au niveau de sa hauteur (Poulardier, 2013).

Quant a I'histopathologie du scalp, elle reste trés mal documentée, le photovieillissement du
scalp n’ayant quasiment jamais été étudié. Récemment, des chercheurs ont étudié les
variations immunohistochimiques des structures interfolliculaires du derme réticulaire et de
I’épiderme en fonction de I’'age. Parmi les nombreux parametres analysés, les observations
révelent i) une diminution de la microvascularisation au cours du vieillissement, ii)une
réduction des marqueurs du derme (tels que versican) en accord avec la diminution des
protéoglycans avec I'age, iii) des dépots plus importants de lysosymes au niveau des fibres
élastiques caractéristiques des peaux photoexposées, iiii) une diminution de I'épaisseur de
I’épiderme, conformément aux mesures bioinstrumentales décrites précédemment (Piérard-
Franchimont, 2013).

L'ensemble de ces données montre que le vieillissement n’affecte pas seulement la croissance
du cheveu et la couleur du cheveu. En effet, malgré ses spécificités, le scalp est
fonctionnellement et structurellement affecté en fonction de I'dge.
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En résumé,

le vieillissement est un processus multifactoriel et les mécanismes et marqueurs qui
interviennent dans ce processus complexe sont souvent interconnectés. Il apparait donc
clairement qu’il est difficile de le cibler entiérement.

Nous venons de voir que les études sur le vieillissement et la longévité sont dominées par
des travaux réalisés dans des modéles tels que la levure, le ver, la drosophile et la souris.
Dans ces modeéles, la plupart des mécanismes sont considérés séparément grace a une
grande variété d’approches (biologie, biologie moléculaire, génétique...). Bien que ces
approches expérimentales puissent paraitre réductionnistes, l'intérét de ces modeles
«simples» réside dans le fait qu’ils sont souvent bien caractérisés au niveau génétique et
que leur environnement peut étre bien controlé et gardé constant, permettant ainsi de
répliquer les résultats dans différents laboratoires.

Toutefois, les travaux de recherche in vivo sur ’homme sont cruciaux si I’'on considére le
vieillissement comme un systéme intégré. Or, parmi les articles sur le vieillissement qui
paraissent dans des revues majeures, peu de données sont disponibles chez ’homme. Ce
manque de données constitue un obstacle car certains des résultats obtenus chez ’homme,
qui n’émergent pas dans des études réalisées a partir d’autres modeéles, sont de premiéere
importance pour comprendre, par exemple, la contribution de la génétique sur la longévité.
De plus, au vu de I'interconnexion des phénomeénes, ces approches devront étre complétées
par une approche systémique.

Quant a la peau et au cheveu, bien qu’ils représentent les plus vastes organes du corps
humain et qu’ils soient facilement accessibles, aussi bien par des techniques invasives que
non invasives, peu de connaissances sont a ce jour disponibles. Or, la recherche en
cosmétique qui étudie le follicule pileux et la peau constitue un enjeu important pour la
prévention du vieillissement et I’adaptation aux sociétés industrielles (pollution, stress...),
d’autant que ces domaines sont encore vierges, en particulier dans le domaine du follicule
pileux. C’est pour répondre a ce besoin que j’ai mené des travaux sur I'étude du
vieillissement du follicule pileux et de la peau, au cceur de la stratégie de la Recherche et
Innovation de L'Oréal.
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2 TRAVAUX DE RECHERCHE SUR LE VIEILLISSEMENT DE LA TIGE PILAIRE

2.1 CONTEXTE1

Jusqu’a 50% des femmes et 80% des hommes sont concernés par 'alopécie (Piraccini et
Alessandrini, 2014). L’alopécie androgénétique est la plus commune des formes d’alopécie. Le
«vieillissement» capillaire peut se manifester par une chute excessive de cheveux (> 100
cheveux / jour), une fragilité de la fibre capillaire, une diminution du diameétre et de la
densité des cheveux (cf. 1.3.3.1). L'effluvium télogene chronique peut étre associé a I’AGA, ce
qui rend le diagnostic plus difficile car les causes de cette chute excessive sont variées
(médicaments, malnutrition, carence en fer...).

Parmi les méthodes d’évaluation clinique, les dermatologues disposent d’échelles
cliniques globales : celles d’"Hamilton et de Savin pour les hommes, et celles de Ludwig et de
Sinclair pour les femmes par exemple. Des techniques plus précises, comme le
phototrichogramme (Courtois, 1995), une technique de référence non invasive, est utilisée en
routine pour évaluer le degré d’alopécie et I'efficacité des traitements. Cette méthode permet
d’analyser I'état de la chevelure en termes de cycles de pousse. Le phototrichogramme
consiste a raser les cheveux sur une petite surface (environ 1cm?) puis a photographier ou a
filmer la zone d’évaluation juste apres le rasage et 2 jours aprés. Ainsi, cette technique permet
de calculer la formule pilaire d’un individu a un instant donné en établissant le rapport
anagéne/télogéne. Au-dela de 20% de cheveux en phase télogéne, on parle de chute
excessive. D’autres techniques, comme le trichogramme par unité de surface, la pesée des
cheveux, 'analyse histologique de coupes transverses de biopsies sont aussi pratiquées. Ces
techniques de quantification de la densité capillaire permettant d’évaluer I'impact des
traitements sont utilisées uniquement dans le cas de test d’expertise, compte tenu de la
lourdeur de mise en ceuvre de ces méthodes (phototrichogramme, macrophotographie avec
rasage et tatouage, mesure du poids des cheveux, unit area trichogramme etc...).

Quelques types de traitements ont actuellement une autorisation de mise sur le marché
dans lindication de I'« alopécie androgénétique ». Néanmoins, une évaluation simple et
objective de I'efficacité de ces traitements reste encore un challenge. De plus, les traitements
antiandrogenes ne sont cependant pas toujours efficaces, que ce soit le Minoxidil® chez la
femme et chez ’homme, I’Androcur® chez la femme ou encore le finastéride chez ’homme. Le
role des androgenes et des facteurs héréditaires est important dans I'alopécie androgéno-
génétique, mais d’autres facteurs sont impliqués, le tabac par exemple (Triieb, 2003). Par
ailleurs, des traitements sans AMM montrent aussi une certaine efficacité, tels que le
traitement antichute Aminexil®, les vitamines per os, la Stemoxydine® (qui joue sur
I’environnement optimal des cellules souches), les vitamines injectables et le Céramide R®
(ciment intercellulaire) entre les écailles du cheveu.

Cependant, face a une chute de cheveux sévere, dont on a vu qu'elle était
multifactorielle, le dermatologue en pratique clinique courante ne dispose que de peu de
signes cliniques pour établir le diagnostic et de techniques d’évaluation, soit invasives, soit
non invasives -plus facilement acceptées par le patient mais qui peuvent étre plus ou moins
longues dans la mise en ceuvre du diagnostic.
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2.2 Question posée

Fort de ce constat, nous nous sommes demandé s’il existait de nouveaux signes
cliniques prédictifs de la chute des cheveux pour permettre un diagnostic rapide et non-
invasif. L’objectif final étant d’enrichir la sémiologie du scalp et d’aider les dermatologues dans
le diagnostic et la prise en charge de 'alopécie dans leur pratique courante.

Ces travaux ont fait I'objet de la publication d’un article dans la revue Archives of
Dermatology (Annexe 1):

O. de Lacharriére, C. Deloche, C. Misciali, BM. Piraccini, C.Vincenzi, P. Bastien, |. Tardy, BA.
Bernard, A. Tosti et al. (2001) Hair diameter diversity: a clinical sign reflecting the follicle
miniaturization. Arch Dermatol 137: 641-646.

2.2.1 Abstract

Background: The degree of androgenetic alopecia is gen-
erally evaluated either by global clinical scales or time-
consuming methods like phototrichegram or histologi-
cal studies. We describe a new clinical and reliable scoring
method based on hair diameter diversity.

Observations: (1) The clinical macroscopic scoring we
propose lor hair density was significantly correlated with
Hamilton classification and with histological hair den-
sity. (2) Diversity in hair diameter was the main and most
accurate clinical parameter linked to follicle miniatur-
ization. {C) The anagen-telogen ratio decreased in par-
allel with the decrease in clinical hair density score.

Conclusions: Considering that hair [ollicle miniatur-
ization is the key point during androgenic alopecia on-
set and development, diversity in hair diameter repre-
sents an important feature to consider as an accurate
clinical sign reflecting hair follicle miniaturization. More-
over, diversity in hair diameter seems to be an easily ac-
cessible and reliable parameter that should be aken into
consideration for [urther characterization of hair disor-
ders. By itself, we believe that this clinical feature con-
stitutes a new tool of substantial help lor the diagnosis
and management of androgenic alopecia.

Arch Dermatel. 2001;137:641-646

2.2.2 Résultats et Conclusion

Nous avons développé une procédure clinique simple et reproductible pour décrire la
sémiologie du scalp. A partir d’'un grand nombre de volontaires (n=850) participant a un
programme national francais sur la santé (SU.VI.MAX), nous avons réalisé des évaluations
cliniques du cheveu et du scalp grace a des macrophotographies standardisées. Ensuite, nous
avons mis au point des échelles cliniques a partir de ce grand nombre de photographies. La
premiere consiste en une échelle a double entrée combinant les parameétres cliniques densité
des cheveux et diamétre des cheveux (Figure 83). Les scores macroscopiques de densité de
cheveux sont corrélés de facon significative aux scores globaux de la classification d’Hamilton.
Les scores élevés de densité (5 et 6) sont représentés par les tout premiers grades de
I'alopécie de I'échelle d’Hamilton (I, 1l) et a la densité évaluée histologiquement (Figure 84).
Dans la mesure ou les biopsies ont été réalisées au méme endroit du scalp (zone du vertex la
plus communément touchée par I'alopécie), les corrélations significatives entre les scores
macroscopiques et les critéres histologiques de référence confirment la pertinence de notre
outil pour I'évaluation de I’AGA. Néanmoins, alors que I’AGA est aussi caractérisée par une
réduction progressive du diameétre des cheveux (cf 1.3.3.1), nos données n’ont révélé qu’une
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tendance dans le lien entre les scores macroscopiques de diameétre et la miniaturisation des
follicules. Néanmoins, cette absence de significativité de corrélation pourrait s’expliquer par le
faible nombre de sujets (n=21) a partir desquels les biopsies ont été effectuées ainsi que par
I’absence de vrais controles.

Figure 83 - Scorage clinique de la densité des cheveux et du diamétre des cheveux a I’aide d’une échelle photographique
(grossissement original x4).
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Figure 84 - A) Corrélation significative entre les scores globaux d’Hamilton et les scores macroscopiques de densité
(p=0,01). C) Corrélation significative entre la densité histologique (cheveux Anagénes+Télogénes) et une augmentation du
score de densité (p= 0,006).

Pour la premiére fois, nos observations ont révélé la diversité des diameétres des
cheveux comme un des premiers signes prédictifs du développement de I'alopécie, paramétre
lui aussi corrélé aux scores globaux de densité des cheveux et histologiquement a la
miniaturisation des follicules, ce dernier étant considéré comme le paramétre-clé du
processus de I’AGA (Figure 85;Figure 86;Figure 87).
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Figure 86 - Analyse statistique des parameétres du cheveu
B) L'augmentation de la diversité des diametres est associée a une diminution significative de la densité des cheveux (p=0,02).
F) Corrélation significative entre la diversité des diametres et la miniaturisation du follicule (p=0,02).

Selon nous, ce parameétre pourrait refléter le processus de miniaturisation du follicule qui
n’affecte pas de facon égale tous les follicules pileux d’'une méme zone. En effet, on trouve
sur une méme zone la présence simultanée de follicules terminaux, indéterminés et
miniaturisés.
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Figure 87 - Follicule miniaturisé - (section horizontale)

Par ailleurs, I'examen des 850 macrophotographies standardisées de la surface du
scalp a révélé I'existence de signes péripilaires (PPS) jamais décrits auparavant. Caractérisés
par des changements a la surface du scalp, a I'émergence de la tige pilaire, deux types de
signes sont observés, soit sous la forme d’une turgescence du scalp, soit le plus fréquemment
sous la forme de halos brunatres d’environ 1Imm de diamétre au niveau de I'ostium. Ces signes
sont le plus souvent observés chez des sujets alopéciques, hommes et femmes, présentant
des scores de densité modérée a élevée (Figure 88 et Figure 89).
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Figure 89 - Lien entre signes péripilaires et de densité des cheveux (p= 0,05)
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2.3 Question posée

A ce stade de la caractérisation clinique, nous nous sommes demandé a quoi
correspondaient ces signes au niveau biologique. C’est ainsi que nous avons recherché s'il
existait un lien entre ces signes cliniques et des parameétres histologiques.

Ces travaux ont fait I'objet de la publication suivante (Annexe 2):

C. Deloche, O. de Lacharriere, C. Misciali, BM. Piraccini, C.Vincenzi, P. Bastien, I. Tardy, BA.
Bernard, A. Tosti (2004) Histological features of peripilar signs associated with androgenetic
alopecia.Arch Dermatol Res 295: 422-428.

2.3.1 Abstract

Abstract Background A study of the scalp in a large co-
hort of volunteers with androgenetic alopecia using macro-
photographs showed the presence of peripilar signs (PPS)
around the hair ostia.

Objective The aim of the present study was to estab-
lish the histopathological features related to PPS.

Design Prospective clinicopathological study.

Setting Department of Dermatology, University Hos-
pital of Bologna.

Patients A group of 40 patients (21 males and 19 fe-
males) participated in the study. Macrophotographs of the
scalp were taken using a Dermaphot camera and PPS were
scored using a three-point scale. Hair density and PPS
were clinically scored according to reference scales. Two
punch biopsies from the photographed area were obtained
from each subject and histological analysis was per-
formed on vertical and horizontal sections.

Observations Clinical parameters indicated that PPS
were already detectable on scalp with high hair density.
Moreover, in patients with high hair density (score >4), a
significant relationship was found between the PPS score
and the global score for perifollicular infiltrates. Thus
PPS are linked to superficial perifollicular lymphocytic
infiltrates in early androgenetic alopecia.

Conclusions PPS could be the clinical signs reflecting
the presence of perifollicular infiltrates.
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2.3.2 Résultats et Conclusion

Les PPS sont associés a des infiltrats périfolliculaires composés essentiellement de
lymphocytes avec quelques mastocytes autour de I'infundibulum, de I'isthmus et de la glande
sébacée.

Chez les sujets présentant une densité de cheveu supérieure a un score 4, une augmentation
significative du score de PPS est toujours associée a une augmentation du score des infiltrats
périfolliculaires (Figure 90 et Figure 91). De plus, une augmentation des scores de PPS est
associée a une augmentation de I'épaisseur de I'épiderme du scalp. Cette épaisseur de
I’épiderme pourrait étre liée a des modifications de I'épiderme en réponse a l'infiltration du
derme (Figure 92).

En revanche, nous n’avons pas mis en évidence de lien ni entre les scores de PPS et les scores
d’infiltrats inflammatoires, ni entre les scores de PPS et |'épaisseur de |'épiderme pour des
scores faibles de densité de cheveux, c’est-a-dire inférieurs a 4.
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Figure 90 - Corrélation significative entre scores PPS et scores infiltrats périfolliculaires

Figure 91 - Pathologie du scalp de I’AGA : infiltrats périfolliculaires.
Section verticale (a gauche) et section horizontale a droite) (HEX60)

Dans notre étude, les PPS sont caractérisés par des halos brunatres et sont largement
observés aussi bien chez des hommes que chez des femmes a des stades précoces de
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I'alopécie androgénétique. Néanmoins, la spécificité de ces signes associée a des changements
histologiques au cours de I’AAG reste a démontrer.
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Figure 92 - Corrélation significative entre scores PPS et augmentation épaisseur épiderme du scalp.

Depuis nos travaux publiés en 2001 et 2004, des publications récentes ont confirmé I'intérét
de ces signes (PPS ou halos périfolliculaires) dans I'établissement du diagnostic de I'’AGA:i)
variabilité du diametre des cheveux (Piraccini et Alessandrini, 2014) (Figure 93), ii) densité et
diametre des cheveux, en insistant sur la notion de volume qui combine ces 2 parametres
(Robbins, 2012 ; Kim, 2013).

Variabilité du diamétre des cheveux et halos périfolliculaires

Si les signes caractérisant I’AGA chez I’homme sont assez homogenes, il n’en est pas de méme
chez la femme chez laquelle la chute des cheveux peut étre difficile a diagnostiquer de par son
caractere multifactoriel.
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2.4 CONTEXTE 2

L’effluvium télogene, composante de I'AGA, est un motif de consultation tres fréquent des
femmes. En effet, I'incidence de ce type de chute atteint 30% chez les femmes aux US, UK et
Japon (Rushton, 2002). En consultation, les femmes déclarent avoir une augmentation brutale,
diffuse et intense de la chute de leurs cheveux, habituellement associée a une perte de
volume mais sans perte évidente de densité et sans cause identifiée : on parle alors
d’effluvium télogéne chronique (ETC). Ce dernier peut étre associé, d’'une part a la
miniaturisation du follicule, ce qui suggére que l'alopécie androgénétique, a son stade
précoce, est responsable d’une chute de cheveux excessive chez la majorité de sujets (Sinclair,
2004) ; d’autre part a une déficience en fer, mais cette hypothése est controversée.

Les premiers travaux sur une grande cohorte de femmes (plus de 1000 femmes) ont permis de
définir une faible réserve en fer quand le taux sérique de ferritine était compris entre 15ug/L
et 30 pg/L, et une carence totale en fer quand le taux sérique en ferritine était inférieur a
15pg/L (Milman et Kirchhoff, 1994). Selon Rushton, le seuil critique sous lequel on observe
une augmentation de I'effluvium télogéne est de 40pug/L. Néanmoins, le lien direct entre I'ETC
et le taux sérique en ferritine n’a pas pu étre confirmé par d’autres études (Sinclair, 2002).

2.4.1 Question posée

Grace a l'accés a une trés grande cohorte de volontaires (plus de 5000 femmes), nous
avons recherché s’il existait un lien entre chute de cheveux et réserves en fer évaluées a partir
du dosage du fer sérique chez la femme non ménopausée.

Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans la revue European Journal of Dermatology
(Annexe 3).

C.Deloche, P. Bastien, S. Chadoutaud, P. Galan, S. Bertrais, S. Hercberg, O.de Lacharriére
(2007) Low iron stores: a risk factor for excessive hair loss in non-menopausal women.Eur J
Dermatol ,17 (6):1-6.

2.4.2 Abstract

Iron deficiency has been suspected to represent one of the possible
causes of excessive hair loss in women. The aim of our study was to
assess this relationship in a very large population of 5110 women aged
between 35 and 60 years. Hair loss was evaluated using a standardized
questionnaire sent to all volunteers. The iron status was assessed by a
serum ferritin assay carried out in each volunteer. Multivariate analysis
allowed us to identify three categories: “absence of hair loss” (43%),
“moderate hair loss™” (48%) and “excessive hair loss” (9%). Among the
women affected by excessive hair loss, a larger proportion of women
(59%) had low iron stores (< 40 pg/L) compared to the remainder of the
population (48%). Analysis of variance and logistic regression show that
a low iron store represents a risk factor for hair loss in non-menopausal
women.
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2.4.3 Résultats et Conclusion

Nous avons caractérisé la chute de cheveux chez la femme non ménopausée selon une
classification en trois groupes : absence de chute (41,5%); chute modérée (48,6%) ; chute
excessive (10%) (Figure 94).
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Figure 94 - Analyse en composante multivariée
Classification de la chute des cheveux chez la femme ménopausée en 3 classes

Puis, une analyse de variance nous a permis d’évaluer la contribution de chaque groupe dans
la variation du fer sérique. Le test de Tukey-kramer de comparaison par paires a montré des
différences significatives entre les groupes « chute de cheveux excessive » et « pas de chute »
(p=0,02) ou « chute modérée » (p=0,01) (Figure 95).
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Figure 95 - Variation du taux de ferritine sérique (ug/L) en fonction de la sévérité de la chute chez la femme non
ménopausée
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Nos données révelent que chez les femmes non ménopausées présentant une
déplétion en fer (<=15ug/L) ou des réserves faibles en fer (<=40ug/L), la chute des cheveux

excessive est significativement plus fréquente (11,4% et 10,2% respectivement) que celles
ayant un taux optimal de ferritine sérique (>70ug/L) (6,8%).

Enfin, grace a une analyse de variance (ANOVA) et de régression logistique, nous avons
montré que des taux sériques de ferritine bas représentaient un facteur de risque chez la
femme non ménopausée. Par exemple, une diminution de 30 unités du taux de ferritine
sérique est associée a une augmentation de 28% du risque d’une chute de cheveux excessive

(Figure 96).
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Figure 96 - Modéle prédictif de la chute des cheveux en fonction du taux sérique de ferritine

Nos travaux réalisés sur un tres grand nombre de volontaires renforcent ceux qui montrent un
lien entre la chute des cheveux et le statut des réserves en fer chez la femme non
ménopausée. La controverse qui existe sur I'existence ou non de ce lien pourrait s’expliquer
par des différences et des biais dans la méthodologie. L'intérét de notre étude réside dans le
fait gu’aucune des études précédant la notre n’a été réalisée sur un si grand nombre de
volontaires. De plus, nos données ont été ajustées sur des variables, telles que I'utilisation
chez les femmes non ménopausées de dispositifs contraceptifs intra-utérins dont on sait qu’ils
influencent I'analyse. En effet, les femmes ayant recours a ces dispositifs ont des taux de
ferritine sérique inférieurs a celles qui utilisent soit une contraception orale, soit aucune
contraception (Galan, 1998). Toutefois, une faiblesse de notre étude pourrait résulter dans la
méthodologie au niveau de la collecte des données sur la chute des cheveux (questionnaire
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adressé aux volontaires) qui est compensée par le modele de régression logistique montrant
I’existence d’un lien entre la chute des cheveux et le taux de ferritine sérique.

Au final, il n’en reste pas moins que ce type de chute lié au statut en fer reste marginal. Selon
Olsen, le choix de la valeur du seuil en ferritine égal a 15ug/L est trés important pour étudier
les causes de la déficience en fer dans la population. Ses travaux n’ont pas mis en évidence de
lien entre la chute des cheveux (AGA ou ETC) et le taux en ferritine sérique en référence a un
groupe contréle (Olsen, 2010).

Selon Rushton, I'étude d’Olsen comporte plusieurs biais au niveau méthodologique (les

échantillons de sang n’étaient pas standardisés, par exemple) et leur conclusion sur I'absence
de lien n’est pas le reflet exact de leurs résultats statistiques (Rushton, 2011). De plus, il
considere que la problématique n’est pas tant la relation entre le statut en fer et la perte des
cheveux, puisque des études qu’il a réalisées, dont une en double aveugle contre placebo, ont
montré des réponses significatives a une supplémentation de fer (72 mg) aprés six mois de
traitement. Les « vraies questions » selon lui seraient celles-ci: i) quelle est la valeur-seuil de la
concentration en ferritine sérique nécessaire pour optimiser la réponse au traitement ? -
40ug/l semble correspondre a cette concentration minimale (Rushton et Ramsay, 1992)- ; ii)
quel est le taux de la supplémentation recommandée pour maintenir des concentrations en
ferritine sérique au-dela de 70ug/I? - les taux actuellement recommandés chez la femme non
ménopausée seraient entre 24 et 48 mg de fer journalier- iii) ; pourquoi certains sujets ayant
des taux bas en fer sérique ne développent-ils pas d’ETC?
Seules de nouvelles études indépendantes, en double aveugle et contre placebo chez
I’'homme, confirmant qu’une supplémentation en fer est capable de restaurer la croissance
des cheveux, pourraient stopper cette controverse. Dans ce sens, nos travaux, grace au
modele de régression logistique, permettent de conclure qu’il existe un lien entre la chute des
cheveux et I'ETC chez la femme non ménopausée.

En résumé,

L’ensemble de nos travaux sur «le vieillissement du cheveu» a permis d’établir un lien entre
les paramétres biologiques et cliniques:

*Infiltrats inflammatoires/Signes péripilaires

*Miniaturisation des follicules /Diversité des diamétres

*Statut en fer /Chute des cheveux chez la femme non ménopausée

Bien que des études soient encore nécessaires pour bien comprendre la pathogénie
des PPS par exemple (Piraccini, 2014), nos travaux ont permis d’enrichir la sémiologie du
scalp et de proposer aux dermatologues de nouvelles méthodes d’évaluation par des
échelles cliniques faciles a mettre en ceuvre en pratique clinique courante.

A cOté de cet organe qu’est le cheveu, dont on vient d’appréhender la complexité du
vieillissement aussi bien chez les hommes que chez la femme a travers la chute des cheveux,
nous nous sommes aussi intéressés au vieillissement de la peau chez la femme ménopausée
chez laquelle les effets de I'age sont particulierement accentués.
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3 TRAVAUX DE RECHERCHE SUR LE VIEILLISSEMENT DE LA PEAU

3.1 CONTEXTE

Les modifications de la peau observées a la ménopause s’apparentent a celles observées
au cours du vieillissement chronologique. Elle devient plus fine, plus séche et plus sensible,
associée a des sensations de tiraillement (Paquet, 1987). Il existe une diminution de la teneur
du derme en collagénes qui reflete la perte osseuse post-ménopausique (Brincat, 1987 ;
Castelo-Branco, 1994). Il existe également une augmentation de la perte d’eau percutanée liée
aux altérations physicochimiques de la couche cornée en surface, qui devient plus épaisse et
plus compacte (Henry, 1997). Tous ces changements aboutissent a une perte d’élasticité, de
fermeté et a une augmentation du nombre de rides. Du fait que ces changements semblent
étre accélérés (plus fréquents et/ou plus intenses) a la ménopause, d’aucuns ont évoqué la
participation hormonale liée a la perte de production des stéroides sexuels. En effet, la
carence oestrogénique semble responsable d'une accentuation de certains signes du
vieillissement cutané lors de la ménopause, et méme de la péri-ménopause, sans que l'on
puisse affirmer un véritable vieillissement cutané ménopausique.

La concentration plasmatique de la DHEA (déhydroépiandrostérone) et de ses dérivés
évoluent au cours de la vie. Les concentrations les plus élevées s’observent entre 18 et 45 ans
avec une décroissance avec I'age. La décroissance la plus importante est observée d’une part
aux alentours de 20-30 ans, d’autre part vers 50-60 ans, avec tres peu de changement au-dela
de 60 ans (Labrie, 1997). Ainsi, cette diminution de la sécrétion de la DHEA a laissé présumer
le role important de la DHEA dans les nombreux troubles associés a I’'age et a la ménopause.
Cette derniére est caractérisée par une diminution des concentrations plasmatiques des
ocestrogeénes et de la progestérone mais aussi des androgénes.

Chez la femme ménopausée, tous les cestrogenes et presque tous les androgénes sont
synthétisés a partir de la DHEA (déhydroépiandrostérone) dans les tissus périphériques qui
possedent les enzymes nécessaires a la synthese des stéroides actifs. Les quantités élevées de
DHEA sécrétées par les surrénales chez I'homme et chez la femme permettent la synthése de
guantités importantes d'androgenes et d'estrogénes dans les tissus périphériques-cibles. Cette
formation d'androgénes et d'estrogénes dans les tissus mémes ou ces stéroides agissent a été
appelée intracrinologie (Labrie, 2005) (Figure 97).

L’administration topique ou systémique de la DHEA suscite donc un grand intérét dans
la lutte contre le vieillissement.
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Figure 8 Schematic representation of the very impontant contribution of the precursoe DHEA of adrenal origin to total androgenic activity
in postmenopausal women with a parallel minor contribution of testosterone (TESTO) of ovarlan and adrenal origins. By intracnne
mechanisms, DHEA s transtormed into testosterone and DHT in pernipheral tissues and then into the inactive metabolites ADT and 3a-diol
before transformation into the water soluble glucuronide dervatives ADT-G, 3a-diol-3 G and Ja-diol-17 G by the UGTs 287, 2B15 and
2817 These water.soluble metabolites are then eleased into the general crculation where they can be measured. A very small
propodtion of the testosterone and DHT made intracellularly by the steroidogenic enzymes of the intracrine pathway diffuse into the
circulation. The height of the colored boxes & propoetional 1o the concentration of each steroid.

Figure 97 - Intracrinology (Labrie, 2005)

3.1.1 Question posée-N°1

Toutes les études citées ci-dessous ont été réalisées dans le cadre d’une collaboration avec
Endorecherche (Dr Labrie a Québec, Canada).

Quel est le stéroide le plus approprié pour étudier le métabolisme de la DHEA?

Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans la revue Journal of Steroid Biochemistry and
Molecular Biology (Annexe 4).

F. Labrie, A. Bélanger, P. Bélanger, R. Bérubé, C. Martel, L Cusan, J. Gomez, B. Candas, V.
Chaussade, |. Castiel, C. Deloche and J. Leclaire. (2006) Androgen glucronides, instead of
testosterone , as the new markers of androgenic activity in women. Steroid Biochem Mol Biol.
99(4-5):182-8.
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3.1.2 Abstract

Abstract

Despite the long series of cohorn studies performed daring the fast 20 years, the comrelsion between serum lestosterone amd any clinical
sttuation belleved 1o be under androgen control in women has remalined clusive. This is likely related to the recent finding that the androgens
mude locally in large amounts in peripheral tissues from the precanor dehydroepiandrosterone (DHEA ) act in the same cells where synthesis
tokes place and are not released in sigaificant amounts in the circulation, thus making unreliable the measurement of serum lestosterone os
marker of total androgenic activity. The objective is 1o determine if serum androgen glucuronides can be replaced by testosterone or another
sterodd ns measure of androgenic activity.

Sinve (he glucuronide desivatives of androgens are the obligatory route of eliminution of all androgens, these metaboliles were measured
by liguid chromatography tandem mass spectrometry under basal conditions in 377 bealthy postmenopatsal womnen aged S5-65 years as well
as in 47 premenopausal women aged 30-35 years while testosterone was assayed by gas chromatography mass spectrometry. No correlation
was found between the serum concentration of testosterone and that of androsterone glucaronide (ADT-G) or androstenediol glicuronice
Ga-diol-G), the androgen metabolites which account for the tlal pool of androgens

The present data show (hat measurement o the lotal pool of androgens reflected by the serum levels of ADT-G and Sac-giol-G cannol be
replaced by serum lestosteroae of any other sterold, Incloding DHEA or DHEA sulphate. These lindings may have implications for women
with androgen deficiency involving ostcoporosis, obesity, type 2 diabetes, sexunl dysfunction, loss of muscular strength and a series of other
clinical situations affecting women's health. Measuring ADT-0 and 3a-diol-G might identify cases of true androgen deficiency and provide
an opportunity (o offer appropriate androgen thesapy
D 2006 Elsevier Lid. All rights reserved

3.1.3 Résultats et Conclusion

La mesure des différents taux sériques de stéroides a permis de révéler I'androstérone-
glucuronide (ADT-G), métabolite de la testostérone le plus abondant (i.e 93% des dérivés
androgéniques glucuronés totaux) comme un marqueur de choix pour suivre l'activité
androgénique chez la femme. Cette étude, réalisée grace a une méthode validée de
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS), a permis de
montrer que pour évaluer l'activité androgénique, il suffit de mesurer les taux de serum
d’ADT-G ou 3a-diol-G puis que c’est lui qui refléte le pool total des androgenes, la mesure de
la testostérone sérique n’étant pas pertinente.

3.1.4 Question posée-N°2

Quelle est la concentration optimale de DHEA en application topique permettant de
retrouver les taux physiologiques de DHEA sans toxicité systémique?

Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans la revue Journal of Steroid Biochemistry and
Molecular Biology (Annexe 5).

F. Labrie, A. Bélanger, P. Bélanger, R. Bérubé, C. Martel, L Cusan,). Gomez, B. Candas, V.
Chaussade, I. Castiel, C. Deloche and J. Leclaire (2007) Metabolism of DHEA in postmenopausal
women following percutaneous administration. J. Steroid Biochem Mol Biol 103(2):178-88.
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3.1.5 Abstract

Abstract

The marked decline in serum dehydroepiandrosterone (DHEA ) with age is believed 10 play a role in health problems associated with aging,
these health issues being potentially preventable or reversible by the exogenous administration of DHEA.

In the present study, liquid chromsography/mass spectrometry/mass spectrometry (LC/MS/MS) and gas chromatrography/mass specteom-
etry (GC/MS) were used 10 measure the serum levels of DHEA and 11 of its metabolites in seventy-five 60-65-year-okd Caucasian women
who received 3 g of 0.1%, 0.3%, 1.0% or 2.0% DHEA cream or placebo applied twice daily on the face, upper chest, arms and legs. The serum
levels of DHEA increased 574% over control at the 2.0% DHEA dose while the sum of the androgen metabolites androsterone glucuronide
(ADT-G), 3a-androstenediol-3G (3a-diol-3G) and 3a-diol-17G increased by only 231%. On the other hand, serum testosterone and dihy-
drosterone were increased by 192% and 275%, respectively, above basal levels compared 1o 139% and 158% for estrone and estradiol. Such
duta show that the transformation of exogenous DHEA in postmenopausal women is preferentially into androgens rather than into estrogens.,
On the other hand, the present data indicate that serum DHEA measurements following DHEA supplementation in pastmenopausal women
are an overestimate of the formation of active androgens and estrogens and suggest o decreased efficiency of transformation of DHEA into
androgens and estrogens with aging

3.1.6 Résulats et Conclusion
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Figure 98 - Taux de serum d’androstérone glucuronide (ADT-G) et DHEA.
Application topique de DHEA pendant 13 semaines

Parmi les différentes concentrations testées de DHEA en application topique pendant 3 mois,
celle correspondant a 0.3% a montré une augmentation progressive et significative de la DHEA
et de 'ADT-G, avec un retour aprés un mois de traitement aux niveaux physiologiques de chez
la femme jeune (Figure 98).
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3.1.7 Question posée-N°3

La peau possédant tout I’équipement enzymatique nécessaire pour transformer la DHEA en
métabolites actifs, nous avons recherché si la DHEA avait un effet clinique et biologique sur
la peau (épiderme + derme).

3.1.7.1 Etape 1 - Etude clinique

L’étude d’efficacité que nous allons détailler ici vient enrichir I'ensemble des études déja
réalisées a la recherche L'Oréal, par voie orale et par voie topique (Baulieu, 2000). Il s’agit
d’une large étude de connaissance aussi bien clinique que biologique, d’'une durée d’un an,
explorant plusieurs fonctions de la peau au moyen de différents critéeres d’évaluation. La
concentration efficace a 0,3% de DHEA a été déterminée a partir d'une étude préliminaire
dose/effet ayant duré 3 mois (Cf. 3.1.4).

L’évaluation de I'effet anti-age de la DHEA a 0,3% par application topique a été réalisée grace
a une étude clinique randomisée en double aveugle chez des femmes ménopausées agées de
65 a 70 ans. Cette étude a permis de mettre en évidence, sur une durée d’'un an, des effets
significatifs de la DHEA a 0,3% sur la peau dans le groupe traité versus le groupe témoin:

* Sur la fonction sébacée en réactivant I’activité des glandes sébacées

Nous avons montré i) une augmentation de la quantité des lipides de sebum, squaléne et
triglycérides grace a des dosages des lipides du sébum a partir de prélevements réalisés au
niveau du front ; ii) une diminution des acides gras libres. Cette diminution associée a une
augmentation des triglycérides traduit une peau moins irritée (dosage des lipides mixtes a
partir de prélévements réalisés au niveau du front).

Le traitement par application topique de DHEA induit localement une réactivation de I'activité
de glandes sébacées qui étaient au repos. En effet, la sécrétion sébacée diminue avec I'age,
(Downing, 1988) avec mise au repos progressive d’'un nombre important de glandes sébacées.
La DHEA, en réactivant des glandes sébacées qui étaient au repos, a donc montré un effet
positif sur I'assechement de la peau.

* Sur le contraste des taches pigmentaires

Des mesures instrumentales, grace a un outil de mesure développé par la recherche L'Oréal
(de Rigal, 2007), ont révélé une diminution de la visibilité des taches pigmentaires sur le dos
des mains (contraste des taches pigmentaires) et donc un effet positif sur ’'homogénéité de la
couleur de la peau. Néanmoins, les modifications significatives de la pigmentation ne
concernent que la diminution du contraste du paramétre clarté au niveau d’une zone (dos des
mains). Les résultats déja publiés (Nouveau, 2008) concernant les évaluations des taches
pigmentaires a partir d’échelles cliniques (scores) n’ont pas permis de mettre en évidence
d’effet significatif du traitement. Cependant, I’évaluation de la couleur de la peau par
chromamétrie (Baulieu, 2000) a permis de montrer que la DHEA entrainait une diminution
significative de la pigmentation sur le visage. Pour autant, ces résultats ne peuvent pas étre
comparés a ceux de notre étude car les outils d’évaluation ne sont pas comparables.
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* Sur I’épaississement de la peau et une diminution de I’hétérogénéité du derme

Les mesures réalisées a I'aide de I’échographie 25 Mhz sur la face externe du bras (parameétres
morphologiques et d’échogénicité) ont permis de montrer un léger épaississement de la peau
(épiderme + derme) et une diminution de I'hétérogénéité du derme. Ces deux évolutions vont
dans le sens opposé aux évolutions induites par le vieillissement (diminution de I'épaisseur de
peau (Batisse, 2002 ; Gniadecka, 1998) et augmentation de I'hétérogénéité dans le derme
avec l'apparition de la SENEB. Méme si les variations observées sont faibles, ces résultats
montrent que la DHEA pourrait avoir un role antivieillissement en induisant une légere
augmentation de I'épaisseur de la peau et une réhomogénéisation du derme.

En conclusion, cette étude exploratoire -qui a porté sur un an- montre une efficacité de la
DHEA malgré la faible concentration de DHEA. Ces résultats incitent fortement a concevoir de
nouvelles études plus ciblées autour des effets spécifiques de la DHEA sur les taches
pigmentaires et les rides.

Afin de mieux comprendre les mécanismes biologiques associés aux signes cliniques obsevés,
nous avons réalisé deux approches complémentaires, transcritomique et immunohistologique.
Commencons tout d’abord par I'approche transcriptomique qui permet de mieux caractériser
les événements moléculaires qui sous-tendent les effets de la DHEA.

3.1.7.2 Etape 2 - Etudes biologiques

3.1.7.2.1 Approche transcriptomique

Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans la revue Journal of Steroid Biochemistry and
Molecular Biology (Annexe 6):

E.Calvo, V. Luu-The, J. Morisset, C. Martel, C. Labrie, B. Bernard, F. Bernerd, C. Deloche, V.
Chaussade, J. Leclaire, F. Labrie. (2008) Pangenomic changes induced by DHEA in the skin of
postmenopausal women. J. Steroid Biochem.Mol.Biol 112:186-193.

3.1.7.2.2 Abstract

ABSTRACT

The objective of this study was to explore, for the first time, the changes in the pangenomic profile induced
in human skin in women treated with dehydroepiandrosterone (DHEA) applied locally.

Sixty postmenopausal women participated in this phase Il prospective, randomized, double-blind and
placebo-controlled study. Women were randomized to the twice daily local application of 0% (placebo),
0.3%, 1% or 2% DHEA cream. Changes in the pangenomic expression profile were studied using Affymetrix
Genechips.

Significant changes (p<0.05) in sixty-six DHEA-responsive probe sets corresponding to 52 well-
characterized genes and 9 unknown gene sequences were identified. A dose-dependent increase in the
expression of several members of the collagen family was observed, namely COL1, COL3 and COL5 as
well as the concomitant modulation of SPARC, a gene required for the normal deposition and maturation
of collagen fibrils in the dermis. Several genes involved in the proliferation and differentiation of ker-
atinocytes were also modulated. In addition, topical DHEA reduced the expression of genes associated
with the terminal differentiation and cornification of keratinocytes.

Our results strongly suggest the possibility that DHEA could exert an anti-aging effect in the skin through
stimulation of collagen biosynthesis, improved structural organization of the dermis while modulating
keratinocyte metabolism.

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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3.1.7.2.3 Résultats et Conclusion

Cette approche transcriptomique a permis de montrer que le traitement topique de la DHEA a
plusieurs concentrations modulait I'expression de plusieurs genes dermiques et épidermiques,
tels que plusieurs membres de genes de la famille des collagénes et de plusieurs genes
impliqués dans la prolifération et différenciation des kératinocytes. Il en résulte une
augmentation du turn-over épidermique soit directement, soit indirectement en réponse a un
effet dermique. D’autres génes associés au programme de différenciation épidermique (K1B,
LEP7) voient leur expression réprimée, de méme que des génes de cornification et d’adhésion
au niveau des jonctions serrées (Tableau 8; Figure 99 et Figure 100).
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Nom du géne

Principaux groupes fonctionnels modulés

‘MCOL1A1, COL5A2, SPARC

Matrice extra cellulaire

MMRPS (calgranuline A) & MRP14 (calgranuline B)

Turn over épidermique

NERbeta / Protéine ligand du récepteur aux

Prolifération / Différenciation

androgénes

N Serpin B3 / Inhibiteur de la protéase a Sérine

J Keratin 1B, JAG1,LEP7
JSPRR2G/ Small proline-rich protein 2G

JLEP7/Protéine 7

Différenciation terminale

SPRR2G/ Small proline-rich protein 2G

Cornification

MKNTC2L / Kinétochore 2
MRRM2 / Polypeptide ribonucléotide réductase
MDNASE1L3/ Désoxyribonucléase

Prolifération cellulaire

Tableau 8 - Principaux groupes fonctionnels modulés par la DHEA
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Figure 99 - Stimulation de I’expression des génes dermiques par la DHEA.
Application topique de DHEA pendant 13 semaines a différentes doses : 0,1% ; 0,3% ; 1% ; 2%.
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Bien que cette approche sans a priori nous ait permis d’attribuer des signatures moléculaires
de la DHEA, il n’en reste pas moins qu’elle ne refléte que I'expression des messagers. Mais que
se passe t-il dans la réalité au niveau de I'expression des protéines dans les différents
compartiments de la peau? Pour répondre a cette question, nous avons réalisé une étude in
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Figure 100 - Stimulation de I’expression des génes épidermiques par la DHEA
Application topique de DHEA pendant 13 semaines a différentes doses : 0,1% ; 0,3% ; 1% ; 2%.

vivo incluant une analyse immunohistologique.

3.1.7.2.4 Approche histologique

Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans la revue British Journal of Dermatology
(Annexe 7) :
Deloche, M. El-Alfy, L. Azzi, BA. Bernard, F. Bernerd, J. Coutet, V. Chaussade, C. Martel, J.

C

Leclaire, F. Labrie (2010) Skin responses to topical dehydroepiandrosterone: implications in
antiageing treatment? Br J Dermatol 163:968-976.
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3.1.7.2.5 Abstract

Summary

Background Although low dehydroepiandrosterone (DHEA) is suspected to have a
role in skin ageing, litde information is available on the mechanisms potentially
involved.

Objectives To obtain information on androgen receptor (AR) and procollagen
expression in ageing skin during DHEA treatment.

Methods A placebo-controlled, randomized, prospective study was performed with
75 postmenopausal women aged 60-65 years. The women were treated Lwice
daily for 13 weeks with 3-0 mL of placebo or 0-1%, 0-3%, 1% or 2% DHEA
cream applied on the face, arms, back of hands, upper chest and right thigh
where 2-mm biopsies were collected before and after treatment.

Results Although the overall structure of the epidermis was not significantly
affected at the light microscopy level, AR expression examined by immunocyto-
chemistry was markedly increased by DHEA treaument. In the dermis, the expres-
sion levels of procollagen 1 and 3 mRNA estimated by in situ hybridization were
increased by DHEA treatment. In addition, the expression of heat shock protein
(HSP) 47, a molecule believed to have chaperone-like functions potentially af-
fecting procollagen biosynthesis, was also found by immunocytochemistry evalu-
ation to be increased, especially at the two highest DHEA doses.

Conclusion These data suggest the possibility that topical DHEA could be used as an
efficient and physiological antiageing skin agent.

3.1.7.2.6 Résultats et Conclusion

Au niveau de I'épiderme, les immuno-marquages des récepteurs aux androgénes (AR) ont
montré que l'intensité du marquage et le nombre de noyaux marqués sont plus élevés aprés
13 semaines de traitement avec la DHEA (Figure 101).Ces résultats sont en accord avec ceux
de I'étude clinique qui a montré I'augmentation de I'activité de la sécrétion sébacée, puisque
nous avons pu mettre en évidence une augmentation significative de I’expression des ARs. En
effet, il y a beaucoup de récepteurs aux androgenes dans les glandes sébacées (Blauér, 1991)
ce qui en fait une cible particulierement sensible aux androgénes. Ces résultats, a la lumiere
de ceux décrivant la présence dans la peau de la majorité des enzymes stéroidiennes
(Dumont, 1992 ; Labrie, 2005), sont en accord avec le postulat que la peau humaine serait
capable de synthétiser a partir de la DHEA une quantité significative de stéroides sexuels.
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Figure 101 - Immunomarquage avec des anticorps des récepteurs aux androgénes

Ces résultats histologiques sont donc la signature d’une activité de la DHEA au niveau
épidermique sur la synthese des récepteurs aux androgénes en accord avec la traduction
clinique de reprise de la sécrétion sébacée.
Au niveau du derme, 'immunomarquage de HSP47 a montré une augmentation significative
de cette protéine chaperonne de la synthese du collagéne 1 (caractere précoce de la
régulation de la matrice extracellulaire) (Figure 102).
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Figure 102 - Immunomarquage avec des anticorps des heat shok protéines
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Figure 103 - Hybridation in situ avec des probes cARN de collagéne | et Il

De plus, I'hybridation in situ a montré une nette augmentation des mRNA de procoll
(marqueur du derme papillaire) et de procol3 (marqueur du derme papillaire et de la partie
supérieure du derme réticulaire), lesquels sont souvent coexprimés (Figure 103).

Parmi les différents types de collagéne, le collagene 1 présent majoritairement dans le derme
(plus de 90%) présente un réle crucial dans I'intégrité structurelle du derme. Ces résultats sont
en accord avec ceux d'une étude récente ou les auteurs ont rapporté une augmentation
significative de procollagéne al, aussi bien chez des sujets jeunes que chez des sujets agés,
apres 4 semaines d’application topique de DHEA a 5% (Shin, 2005).

Au final, méme si lI'ensemble de ces modifications aux niveaux transcriptomique et
protéomique ne sont pas traduites par des modifications cliniquement perceptibles des rides
de la patte d’oie et/ou des lévres, elles constituent néanmoins une signature de I'activité de la
DHEA dans le derme.
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En résumé,

L’ensemble des résultats de ces études d’efficacité clinique et biologique ont permis :

*de confirmer les effets cliniques déja connus de la DHEA sur la fonction sébacée

*de confirmer des tendances observées dans les études réalisées par I'Oréal, par voie orale
et par voie topique (Beaulieu, 2000, Nouveau, 2008).

*d’attribuer une signature de la DHEA en application topique tant au niveau épidermique
qgu’au niveau dermique.

Ces résultats incitent fortement a concevoir de nouvelles études plus ciblées autour des
effets spécifiques de la DHEA sur les taches pigmentaires et les rides. Elles pourraient étre
réalisées avec une concentration plus élevée de DHEA pour augmenter les modifications
cliniques, et peut-étre détecter des effets restés infracliniques dans nos travaux. Comme
nous avons montré que les effets de I'application cutanée de DHEA étaient dose-
dépendants, la concentration optimale reste a déterminer pour obtenir des effets cliniques
visibles.

Aujourd’hui, les experts de I’Agence Nationale de la Santé considérent que les études
disponibles, y compris I'étude DHEAge (Beaulieu, 2000), n’apportent pas des preuves
suffisantes de l'efficacité de la DHEA pour son utilisation dans la lutte contre le
vieillissement. Les propriétés prétées a la DHEA n’ont pas été établies de fagon indiscutable
et des essais complémentaires doivent encore étre menés. Par ailleurs, du fait de sa
transformation hormonale, elle peut favoriser ou aggraver les cancers hormonodépendants
(sein, utérus...). Chez la femme ménopausée, seuls les traitements hormonaux substitutifs
(TSH) semblent permettre d’éviter I'atrophie cutanée pour prévenir le vieillissement
intrinséque. Des études fondées sur des techniques non invasives (échographie
ultrasonique, évaluations cliniques par des dermatologistes) et invasives (biopsies cutanées)
ont montré une correction de la sécheresse cutanée, la diminution des rides,
I’'amincissement cutané et de I'atrophie dermique sur peau non photoexposée, ainsi que de
la perte du collagéne du derme (Callens, 1996 ; Maheux, 1994 ; Savvas, 1993 ; Dunn, 1997).
En revanche, I'absence d’effet trophique sur I’épiderme pourrait étre liée a I'absence de
récepteurs aux estrogénes sur les kératinocytes épidermiques, récepteurs dont la présence
n’a jusque-la pas été démontrée.

A ce jour, nos études d’efficacité clinique et biologique sur la DHEA ouvrent de nouvelles
pistes pour l'identification de nouveaux ingrédients cosmétiques mimétiques de la DHEA

A la lumiére de I'état des connaissances sur la peau de la femme menopausée et devant le
faible nombre d’actifs capables d'effets biologiques (vitamine A, Vitamine C par exemple) sur
les cellules cutanées, la Recherche I’'Oréal cherche a développer des molécules capables de
cibler, a travers ses trois compartiments, I'architecture globale de la peau, garante de
I’'homéostasie cutanée. A cet égard, nous nous sommes donc intéressés a la caractérisation
des effets histologiques d’'une nouvelle molécule récemment synthétisée par notre recherche,
un dérivé du xylose, le C-B-D xylopiranoside-2-hydroxy-propane (C-Xyloside) sur la peau des
femmes ménopausées.
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4 AUTRES TRAVAUX DE RECHERCHE SUR LE VIELLISSEMENT

4.1 CONTEXTE

Le compartiment la JDE composé majoritairement de GAGs est esssentiel au maintien de
I'intégrité de I'architecture de la peau c’est a dire de la cohésion entre I'épiderme et le derme
contribuant ainsi au maintien de la fermeté et de la densité, signes-clés du vieillissement.
Ainsi, nous avons voulu confirmer in vivo des données vitro acquises en interne qui montraient
gue le C-Xyloside améliorait d’une part I'ultrastructure de la JDE par microscopie électronique
et qu’il était capable de favoriser I'expression de marqueurs d’ancrage de la membrane basale
tels que la laminin 332 et des composants de ces récepteurs (intégrines a6) ainsi que de
marqueurs dans la régulation de ’lhoméostasie épidermique comme CD44, ce dernier étant
spécifiguement impliqué dans la cohésion des kératinocytes basaux.

4.2 Question posée

Existe-t-il des molécules capables de cibler I’architecture globale de la peau dans le but de
maintenir ’homéostasie tissulaire et le fonctionnement optimal de la peau?
Pour répondre a cette question, nous avons réalisé une étude clinique contre placebo.

L'ensemble de ces résultats ont fait I'objet d’'une publication dans la revue European Jounral
of Dermatology (Annexe 8):

C.Deloche, AM Minondo, BA Bernard, F. Bernerd, F. Salas, J. Garnier, E.Tancréde. (2011) Effect
of C-xyloside on morphogenesis of the dermal epidermal junction in aged female skin. An
ultrastuctural pilot study.Eur J Dermatol 21(2):191-196.

4.3 Abstract

A placebo-controlled randomized pilot study was performed on five
postmenopausal women aged from 60 to 75 years. The women applied
320 mg (2 mg/cm?) of either placebo or 10% C-B-D-xylopyranoside-2-
hydroxy-propane (C-xyloside) cream to each outer forearm twice daily
for 3 months. At the end of the treatment, skin biopsies were collected
from application areas on both forearms. Transmission electron micro-
scope examinations revealed skin ultrastructural changes at the dermal
epidermal junction (DEJ) after 10% C-xyloside application for 3 months.
The morphological appearance of the DEJ showed strong improvements,
with more homogeneous and regular lamina densa in the C-xyloside-
treated compared to the placebo treated skin areas. The number of
zones showing basement membrane re-duplication was indeed strikingly
reduced on C-xyloside-treated skin. These ultrastructural results were
further confirmed by a statistically significant increase in the expres-
sion levels of a6-integrin the and laminin-332, as estimated by immuno-
histochemistry. Altogether, these data suggest that topical C-xyloside
application in vivo may be efficient in inducing a better dermal-epidermal
cohesion when such a junction is deficient, as is the case in photo-aged or
chronologically aged skin. Moreover, a statistically significant increase
in CD44 expression was noted in the epidermis of C-xyloside-treated
compared to the placebo treated skin areas.
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4.4 Résultats et Conclusion

Flgure 104 - Microscopie electronlque a transmission

A gauche : A, C, E — nombreuses zones de déduplication de la laminina densa (JDE).
A droite : B, D, F —amélioration de I'apparence de la structure de la Lamina densa aprés trois mois de traitement topique avec
le C-Xyloside.
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Figure 105 - Caractérisation immunohistologique des marqueurs de la jonction dermo épidermique et de I’épiderme
A gauche : augmentation des niveaux d’expression de la laminine-332 et a6-intégrine
A droite : augmentation du niveau d’expression de CD44

Nous avons montré que le C-Xyloside en application topique pendant 3 mois améliore non
seulement la cohésion de la JDE (Figure 104), mais aussi I'expression épidermique de CD44
(récepteur de I'acide hyaluronique) (Figure 105). Ce précurseur de glycosaminoglycane
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représente une nouvelle classe d’actifs suceptibles de cibler simultanément les trois
compartiments de la peau pour apporter une réponse globale au vieillissement cutané en
maintenant I'homéostasie tissulaire esssentielle aux échanges entre les différents
compartiments qui garantissent le fonctionnement optimal de la peau.

5 DISCUSSION GENERALE

Lutter contre le vieillissement humain et en repousser les limites représentent des
enjeux cruciaux dans nos sociétés industrialisées vieillissantes.

Le vieillissement prend des formes et des rythmes trés variables selon les individus. Il est
caractérisé par des changements interconnectés, a la fois moléculaires, cellulaires et
fonctionnels. Les différents mécanismes cellulaires de réparation, de défense et de maintien
de I’'homéostasie, continuellement activés au cours de la vie, permettent d’établir un équilibre
temporaire face aux agressions permanentes endogenes et exogenes, et d’assurer une
longévité maximale. Chez I'étre humain, I’étude du vieillissement est difficile car elle nécessite
d’avoir acces aux cellules, aux organes et aux tissus, ce qui pose souvent non seulement des
difficultés techniques, mais aussi un probléme éthique. De plus, les études chez ’'homme sont
difficiles a reproduire et colteuses. Dans ce contexte, le cheveu et la peau, directement
accessibles, représentent des modeles de choix pour I’étude du vieillissement. Nonobstant les
atouts de ces deux modeles, les fondamentaux de la peau et du cheveu restent a décrypter
pour mieux agir et modéliser le vieillissement. C'est dans ce contexte que s’inscrivent nos
travaux de recherche en biologie clinique. La mise au point de nouvelles méthodes
d’observation associée a I"élaboration d’outils d’évaluation (échelles cliniques) ont enrichi la
sémiologie du scalp et du cheveu. De plus, nos travaux de recherche sur la peau nous ont
permis de caractériser des effets anti-age biologiques et cliniques pour offrir de nouveaux
ingrédients de référence ; en effet, a ce jour il n’existe pas beaucoup d’actifs connus pour
leurs effets biologiques sur les cellules cutanées.

Comme nous l'avons vu dans lintroduction, d’autres modeéles d’étude permettent
d’appréhender et de commencer a comprendre certains des mécanismes responsables du
vieillissement. Les systemes les plus utilisés pour I'étude du vieillissement sont, a coté de
cellules humaines en culture in vitro, des organismes unicellulaires comme la levure
Saccharomyces cerevisia, le ver nématode Caenorhabditis elegans, et aussi les rongeurs, tels
gue le rat et la souris. De petite taille et présentant de courts cycles de vie, ils permettent des
expérimentations assez rapides et moins co(teuses que chez 'homme.

Par exemple, C. elegans est progressivement apparu comme un systeme modele pour étudier
les processus biologiques, et en particulier métaboliques, contrélant la longévité. Ce modele a
permis de comprendre I'implication des voies AMPK, mTOR et IGF-1 dans le processus de
vieillissement, et plusieurs études ont montré que certains de ces mécanismes pouvaient
influencer le vieillissement chez les mammiféres. Pour autant, malgré ses nombreux
avantages, |'utilisation de C. elegans comme organisme modéle comporte certaines limites. En
effet, certaines voies de signalisation y sont inexistantes, notamment des voies de signalement
de 'immunité. Cependant, malgré ses limites, C. elegans peut servir de lien entre les études in
vitro et in vivo, car il permet d’obtenir des résultats dans un organisme complet, de facon
simplifiée et moins fastidieuse que dans les modeles de mammiféres.
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Par ailleurs, chez la levure Saccharomyces cerevisiae, les connaissances acquises ont facilité
I’étude de l'influence de l'intégrité des téloméres sur la sénescence cellulaire, en particulier
chez 'homme. En effet, certains constituants télomériques chez ces deux organismes
présentent de grandes ressemblances fonctionnelles. Quant a la drosophile melanogaster, elle
permet de mieux appréhender le champ prometteur de I'épigénétique, par exemple de
comprendre le role de la dynamique de compaction de la chromatine et des protéines du
groupe Polycomb (Schuettengruber et Cavalli, 2013).

De facon intéressante, la longévité du rat taupe nu, soit d’environ 30 ans, représente un
modeéle trés intéressant pour les chercheurs. Récemment, des auteurs viennent d’identifier un
facteur cytosolique qui active la fonction du protéasome, facteur qui protége également celle
du protéasome dans les cellules humaines (Rodriguez, 2014) dont I’activité diminue au cours
du vieillissement.

Enfin, d’autres modeles semblent échapper au vieillissement, si 'on considére que
I'augmentation de la mortalité avec le temps constitue I'une des spécificités du vieillissement.
C’est le cas de certaines espéces de homards et d’oursins qui ne semblent souffrir d'aucune
forme connue de vieillissement : les causes connues de mort sont uniquement externes
(prédateurs, parasites, changements trop importants de température,...).

Ainsi, la pluralité des modeéles existants et a venir permettra de mieux comprendre le
vieillissement, de le modéliser et d’agir sur son processus. En effet, c’est 'ensemble des
recherches utilisant des modeles variés, comme la drosophile, le nématode C. elegans, la
souris et la levure, qui a révélé I'existence de marqueurs communs et de voies consensuelles
controlant le vieillissement cellulaire. En outre, le recours a des techniques variées, par
exemple I'utilisation de la transcriptomique - technique sans a priori- associée a des études
fonctionnelles, est aussi essentiel pour une approche globale et intégrée du vieillissement.
C'est grace a la multidisciplinarité associée aux différentes études que des voies de
signalisation, des mécanismes moléculaires et des réseaux d’interactions tissulaires
pourront étre caractérisés et interconnectés afin de répondre a la nature multifactorielle et
globale du vieillissement.

Parmi les nombreux marqueurs associés a la longévité, ceux observés en réponse a la
restriction calorique semblent particulierement pertinents, puisqu’ils sont décrits dans de
nombreuses especes (voie de l'insuline et IGF1, signalisation mTOR, AMP kinase) et parfois
chez certains types cellulaires humains, comme c’est le cas pour la voie de l'insuline et d’IGF-1.
Par ailleurs, la reconsidération du réle des ROS au cours du vieillissement a permis
I’émergence d’'un nouveau postulat selon lequel la production de ROS peut étre envisagée
comme un signal de survie en réponse a un stress provoqué qui va entrainer I'activation de
signaux compensatoires pour maintenir ’homéostasie cellulaire. Ainsi, les effets bénéfiques
sont étroitement liés au concept d’hormese qui se définit comme une réponse adaptative des
cellules ou d’un organisme a un stress modéré : celui-ci induit des mécanismes cellulaires qui
protegent les cellules contre un stress ultérieur. La longévité serait ainsi strictement corrélée a
I'efficacité de ces mécanismes réparateurs. En revanche, 'accumulation chronique de stress
conduirait finalement a I'épuisement des mécanismes protecteurs, a l'impossibilité de
s’adapter au nouvel environnement cellulaire et donc a la sénescence ainsi qu’a la mort
cellulaire. Or, certains auteurs remettent en cause le dogme du réle causal des ROS tout
comme l'accumulation de dommages dans le vieillissement, car selon eux :i) il existe des
données qui excluent ces hypothéses ; ii) les humains, mais aussi les organismes a longue
durée de vie, ne meurent pas d’une telle accumulation ; iii) les humains ou autres mammiféres
meurent de maladies liées a I'dge causées par des processus cellulaires initiés par
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I’hyperactivation de voies de signalisation, telles que mTOR (Blagosklonny, 2009). En effet,
chez les humains, les maladies liées a I'age sont des manifestations du vieillissement qui
affectent vraiment la longévité (Blagosklony, 2011). Ces auteurs estiment que le concept
d’hormese n’est pertinent que si I'on considere TOR comme jouant un role central dans le
processus de vieillissement (Figure 106).
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Figure 106 - Modele de vieillissement centré sur TOR
L’'Hormese de type A inhibe TOR ralentissant le vieillissement
L’'Hormeése de type B augmente la tolérance liée a I'dge et la tolérance liée aux complications dues aux maladies liées a I'age.

Ce concept d’hormese, qui se traduit par une réponse adaptative en augmentant la résistance
au stress oxydatif, ouvre de nouvelles perspectives dans le domaine de la recherche, car a ce
jour, s’il semble possible de moduler la durée de vie, il reste encore peu raisonnable de penser
gue toutes les causes de I'age puissent étre totalement inhibées. Plus particulierement, ce
concept prend tout son sens en cosmétologie, dont le champ d’action s’adresse a la normalité
(Figure 107), au maintien de I’homéostasie, le but ultime étant de prévenir le vieillissement, la
sénescence et/ou la mort cellulaire. La encore, on notera le rble-clé des interconnexions dans
les mécanismes du vieillissement, car il semblerait que le choix de la destinée des cellules vers
I'apoptose ou la sénescence pourrait étre déterminé chez I'adulte par 'activité de I'axe p53-
p21, le rbéle de la signalisation via PTEN-PIK-AKT-mTOR et le degré des dommages
macromoléculaires (Childs, 2014). De plus, Childs et al décrivent des données émergentes
probantes qui soulignent I'ambivalence des mécanismes au cours du vieillissement: les
cellules sénescentes présentes tres tot dans la vie seraient largement bénéfiques au
développement, a la régénération et a 'homéostasie, alors que leur accumulation au cours du
vieillissement serait délétére, pouvant entrainer la tumorigénisation.
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Figure 107 - Courbe de normalité
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Le concept d’hormese reste trés débattu dans la communauté scientifique. C'est ainsi
gu’Hekimi, tout en validant certains mécanismes moléculaires de I’'hormese, émet I’hypothése
d’un processus graduel, endogéne et continu (Hekimi, 2011) (Figure 108). Selon cette
hypothese, la génération de ROS, sous un certain seuil, serait bien prise en charge par les
mécanismes de détoxification cellulaires et, par conséquent, ne serait pas délétére. En
revanche, au cours du vieillissement, au-dessus d’un certain seuil, I"accumulation de la
production de ROS échapperait aux mécanismes de protection et conduirait a un processus de
fuite de ROS trés certainement a I'origine de I'implication des ROS dans les maladies liées a
I’age, et ce au cours de la deuxiéme moitié de la vie (Figure 108).
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Figure 108 - Hypothése de la réponse graduelle aux ROS (Hekimi, 2011)

Le vieillissement étant trés sensible aux facteurs de stress liée a des déficiences de plusieurs
systémes physiologiques interdépendants, au déclin des mécanismes de résilience, a la perte
de [I'équilibre homéostasique et aux altérations fonctionnelles qui caractérisent le
vieillissement, il est donc nécessaire de lutter contre la fragilité des systemes biologiques
vieillissants en ciblant la fenétre biologique de la normalité.

Sans nul doute, I'importance de l'interconnexion des mécanismes dans le vieillissement,
soulignée par des données de plus en plus nombreuses - comme récemment |’existence d’'un
lien entre I'horloge circadienne et les senseurs de nutriments (mTOR, Sirtl...) (Orozco-Solis et
Sassone-Corsi, 2014) - renforce I'intérét de moduler la durée de vie en jouant sur un ensemble
de facteurs. La combinaison de progres multiples sur les cellules souches et sur les
mécanismes physiologiques du vieillissement laisse espérer des progres supplémentaires dans
I'allongement de I'espérance de vie des étres humains, méme s’il parait aujourd’hui utopique
de cibler tous les marqueurs du vieillissement. Les avancées sur la reprogrammation des
cellules souches agées en cellules embryonnaires retrouvant des caractéristiques
phénotypiques de cellules jeunes vont permettre de réparer, voire de guérir, certains organes
ou tissus endommagés, contribuant ainsi a I'allongement de la durée de vie. Sans répondre a
notre quéte dimmortalité, si toutefois I'on considére qu’elle est un avantage pour la
civilisation, ces avancées aideront les personnes agées a vieillir beaucoup mieux. Dans ce
contexte, la recherche cosmétique sur le vieillissement de la peau et du cheveu revét une
double importance. Ces tissus, de par leur accessibilité et les méthodes in vitro aujourd’hui
disponibles, représentent des modeles de choix pour I'étude du vieillissement chez I'homme.
Par ailleurs, ces organes constituent des éléments majeurs de I'apparence et, a ce titre,
constituent de puissants outils de socialisation en favorisant la communication, en maintenant
le lien ou en repoussant les limites de I'isolement au fur et a mesure que ’lhomme vieillit.
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ANNEXE 1

Hair Diameter Diversity

OBSERVATION

A Clinical Sign Reflecting the Follicle Miniaturization

Olivier de Lacharriére, MD; Claire Deloche, MSc; Cosimo Misciali, MD;
Bianca Maria Piraccini, MD; Colombina Vincenzi, MD; Philippe Bastien, MSc;
Isabelle Tardy, MD; Bruno A. Bernard, PhD; Antonella Tosti, MD.

Background: The degree of androgenetic alopecia is gen-
erally evaluated either by global clinical scales or time-
consuming methods like phototrichogram or histologi-
cal studies. We describe a new clinical and reliable scoring
method based on hair diameter diversity.

Observations: (1) The clinical macroscopic scoring we
propose for hair density was significantly correlated with
Hamilton classification and with histological hair den-
sity. (2) Diversity in hair diameter was the main and most
accurate clinical parameter linked to follicle miniatur-
ization. (C) The anagen-telogen ratio decreased in par-
allel with the decrease in clinical hair density score.

Conclusions: Considering that hair follicle miniatur-
ization is the key point during androgenic alopecia on-
set and development, diversity in hair diameter repre-
sents an important leature to consider as an accurate
clinical sign reflecting hair follicle miniaturization. More-
over, diversity in hair diameter seems to be an easily ac-
cessible and reliable parameter that should be taken into
consideration for further characterization of hair disor-
ders. By itself. we believe that this clinical feature con-
stitutes a new tool of substantial help for the diagnosis
and management of androgenic alopecia.
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ALE PATTERN alopecia

is a common disorder

in men, characterized

by a progressive min-

iaturization of hair fol-
licles whereby terminal hair evolves into
vellus hair. The distribution and inci-
dence of androgenic alopecia was first
documented by Hamilton.! Up to now the
degree of androgenic alopecia was evalu-
ated using global clinical scales such as
those proposed by Hamilton,! Ludwig.’
and Savin.® or more accurately with tech-
nical methods. Among others, the pho-
totrichogram®? is a noninvasive tech-
nique, well recognized by physicians, and
used as a routine examination procedure
to assess both the degree of alopecia and
treatment efficacy. It is based on the de-
termination of hair cycle duration and ana-
gen-telogen ratio. Other methods such as
hair weight.® transverse microscopic analy-
sis,” and unit area trichogram® have also
been proposed.

We have recently developed a simple,
rapid, and reproducible clinical proce-
dure to describe the scalp semiology
during androgenic alopecia. This method
was developed by studying 850 scalp
macrophotographs taken from a large
group of male volunteers involved in a
French health national program called

“SUVIMAX."*® Macrophotograph scor-
ing led us to qualitatively characterize 3
fundamental hair parameters: hair den-
sity, hair diameter, and diversity in hair
diameter.'® Furthermore, histological
studies were performed to describe fol-
licular features associated with the above
clinical hair parameters. Namely, normal
and abnormal follicles were identified
and counted on horizontal microscopic
sections."! This work was aimed at evalu-
ating the reliability of this new clinical
scoring approach by performing a quan-
titative histological study on those scalp
areas previously scored from macropho-
tographs. The purpose was to establish a
link between macroscopic scores of clini-
cal parameters and microscopic assess-
ment of follicular structures.

— T

CLINICAL FEATURES

Hamilton Classification vs
Local Hair Density on the Vertex Area

High scores of hair density (5 and 6) were
mainly represented by very early stages of
alopecia (I, 1T), whereas a decrease to lower
scores of hair density (from 4 to 2) was re-
flected by a gradual worsening of alopecia
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PATIENTS AND METHODS

PATIENTS

Alter study approval by the ethical committee of the Uni-
versity of Bologna (January 1998), Bologna, Italy, 21 men
aged 19 to 51 years {median age, 27 years; mean+SEM age.
29+ 1.57 years) with androgenic alopecia gave their in-
formed consent to participate in the investigation. Their
demographic characteristics are given in Table 1. The study
took place between January 1998 and May 1999.

METHODS
Macrophotographs and Clinical Scoring

Macrophotographs were taken on a delineated area, with
a preadjusted macroscopic camera (Dermaphot; Heine Op-
totechnik, Herrsching. Germany) at an original magnifi-
cation of X4. For each subject, the vertex area was delfin-
eated at the cross between nose line and ear implantation
line, then located by a temporary tattoo. A center parting
was made with a comb, and the separated hairs were fixed
on either side of the part with an adhesive tape before tak-
ing the macrophotograph. From macrophotographs, we as-
sessed the following clinical parameters: hair density, hair
diameter, and diversity in hair diameter.

Two photographic scales were used for scoring these
clinical parameters. The first scale was established for si-
multaneous scoring of hair density and hair diameter
(Figure 1). The hair density scale was obtained by count-
ing accurately the number of hairs on one side from cen-
ter parting within a delineated rectangle on the photo-
graphed area that corresponded 1o ascalp areaof 1.4 13
mm. The reference scores for hair density area were as
follows: 1. baldness {(<<4 hairs); 2, very low hair density (5-10
hairs); 3, low hair density (11-20 hairs); 4, medium hair
density (21-30 hairs); 3, high hair density (31-40 hairs):
6, very high hair density (=40 hairs).

Hair diameter was scored as I (thin), 2 (medium). and
3 (thick). The hair diameter clinical scale was checked with
micrometer measurements on corresponding hairs: a score
of 1 {very thin/thin) corresponds to 30 to 40 pm; 2 (me-
dium), 50 to 80 pm; and 3 (thick), 90 to 110 um.

The scale used to score diversity in hair diameter
(Figure 2) was graded as 0 (<20% in hair diameter di-
versity) and 1 (z>20% in hair diameter diversity).

Handling of Biopsy Samples

For each subject, after administration of local anesthesia, a
4-mm punch biopsy sample was obtained from the photo-
graphed area by using the tatloo as a reference area. Samples
were formalin fixed and paraffin embedded. and horizontal
sections were performed according to the procedure out-
lined by Whiting."

Histological Analysis

Sections were stained with hematoxylin-eosin and then ex-
amined under a bright-field microscope. On each biopsy
sample (4 mm in diameter), the following parameters were
evaluated: total number of follicles (anagen plus telogen),
number of meaningful anagen follicles® number of telo-
gen follicles, and number of miniaturized follicles (de-
fined as follicles measuring less than 0.03 mm in diameter)."!
Only meaningful® anagen hairs were taken into consider-
ation for the calculation of the anagen-telogen ratio.

Data Management and Statistical Analysis

First. the links between clinical and histological findings
were displayed as box plots, showing the median and the
interquantile range. Second, correlation tests were carried
out using the Cochran-Mantel-Haenszel statistics'** based
on standardized midranks. Descriptive and inferential analy-
ses were performed using SPSS (version 9.0 for Windows;
SPSS, Chicago, [} and SAS (version 6.2 for Windows; SAS,
Cary NC) statistical software.

grading (from III to IV). Interestingly, there was a good
correlation {P=.01) between the 2 clinical gradings (ie.
global scores of Hamilton classification and macroscopic
scores ol hair density) (Figure 3A). This led us to fur-

ther characterize the stage of alopecia according to our clini-
cal macroscopic scale of hair density.

Hair Diameter and Hair Diameter Diversity
vs Local Hair Density

To appreciate the score changes in hair diameter and hair
diameter diversity in the 21 men involved in the study.
we investigated their distribution according to changes in
hair density. On the one hand, there was a good correla-
tion between hair diameter diversity and hair density. Fig-
ure 3B shows a statistically significant increase in hair di-
ameter diversity associated with a decrease in hair density
score (P=.02). On the other hand, no statistical link was
found between the distribution of hair diameters and the
evolution of the hair density score (P=.70).

Table 1. Age of Patients and Hamiiton Classification
]
No. of
Hamilton Subjects Median Age

Classification (N = 21) (Range). y
| 2 245 (19-30)
] 10 26.5 (23-32)
]| 3 27 (24-32)
v 5 32 (23-51)
Vi i 4

HISTOLOGICAL AND
CLINICAL RELATIONSHIPS

Clinical Hair Density and
Quantitative Histological Features

Clinical parameters were compared with quantitative
histological parameters obtained from the same scalp
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Halr Dansty

1

3 Halr Diametar

Figure 1. Clinical sconng of hair density and hair diameter using a photographic scale {original magnification x4).

area (Table 2). Clinical hair density scores were sig-
nificantly correlated (P=.006) with hair density as
assessed by histological analysis. The total number of
anagen plus telogen follicles was higher when hair den-
sity increased (Figure 3C). With high hair density
scores, the median number of anagen follicles increased

significantly (P=.006), whereas no change was found in

the number of telogen follicles. There was a good trend
(P=.10) in the reduction of the meaningful anagen-
telogen ratio, paralleling the reduction in hair density
score (Figure 3D). Nevertheless, the statistical signifi-
cance could not be reached in this preliminary work,
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Figure 2. Hair diameter diversily scale (original magnification x4). A score of 0 indicates less than 20% hair diameter diversity; 1, more than 20% hair diameter
diversity.
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Figure 3. Statistical analysis of hair parameters. (For afull explanation of all scores and ratios. see the “Methods™ subsection of the “Patients and Methods ™ section.)
A, There is a significant relationship between global scores of the Hamilfon and macroscopic hair densfy scores (P=.01); B, a significant increase in hair diameter
diversity is associated with a hair density decrease (P=.02); C, there is a significant correlation befween follicle histological density (total anagen plus felogen) and an
increase in hair density score (P =.006); D, there is a correlation between the clinical hair density score and a meaningful anagen-felogen ratio {P=.10); E, a signfficant
increase in the number of miniaturized follicles is associated with a decrease in hair density score (P =.02); F, there is a significant ink between hair diameter diversity
score and follicle miniaturization (P=.02). Each box represents values befween the 25th and 75th percentiles; the horizontal line is the median. Circles mark cases
with values more than 1.5 box lengths away from the 75th or 25th percentiles. The upper brackets extend to the largest value not exceeding the 75th percentile
plus 1.5x the height of the box, while the lower brackets extend to the smallest value not below the 25th percentile minus 1.5 x the height of the box.
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Table 2. Histological Data on Horizonial Sections of Scalp Biopsy Samples According to Clinical Hair Density Score®
.. ...'". ) ) ) VW W W W

Histological
Density No. of Meaningful
Clinical Hair (Total Anagen Plus Meaningful No. of Anagen-Telogen No. of
Density Score Telogen Follicles) Anagen Follicles Telogen Follicles Ratio Miniaturized Follicles
8-5(n=12) 44.0(21-52) 38.5 (20-45) 3.5(1-14) 10.9(1.9-225) 6.0 (2-20)
4-3(n=7) 32.0(22-43) 26.0 (21-40) 4.0(1-11) 6.5 (2.6-25) 10.0 (4-24)
2-1(n=2) 22,5 {14-31) 18.5 (9-28) 4.0(3-5) 5.6 (1.8-9.3) 13.0 (3-23)

*Data are median (range) values. For a full explanation of scores and ratios, see “Methods”™ section.

probably owing to the small number of volunteers and
real controls. Furthermore, the number of miniaturized
follicles was inversely correlated with clinical hair den-
sity (P=.02) (Figure 3E).

Clinical Hair Diameter
and Miniaturization
of Hair Follicles

Finally, we investigated the link of clinical scoring of
hair diameter and hair diameter diversity with histo-
logical features. Hair diameter diversity was signifi-
cantly linked to the miniaturization degree of hair fol-
licles (P=.02) (Figure 3F), whereas the link between
follicle miniaturization and hair diameter showed a sta-
tistical trend (P=.07).

B COMMENT

Hamilton,' ina pioneering work, classified male pattern
baldness according to 8 stages. This classification is com-
monly used by the clinician for grading assessment. Our
preliminary study showed that the macroscopic scores
we proposed for hair density were significantly corre-
lated with Hamilton classifications and furthermore cor-
related with histological hair density. Obtained from the
same delineated area of the scalp, clinical macroscopic
and histological data definitely established the reliabil-
ity of our clinical scale for grading androgenic alopecia.
The degree of alopecia could be assessed efficiently on
the vertex area using the macroscopic clinical hair den-
sity scale we developed.

It has been established that during one’s life span,
androgenic alopecia is characterized by a decrease in
the duration of the anagen period’ and a reduction of
the anagen-telogen ratio.’ Our results tend to confirm
that the meaningful anagen-telogen ratio decreases in
parallel with the decrease in the local hair density score.
It was also established that androgenic alopecia was
characterized by a progressive reduction in hair shaft
diameter.*>** Although our study only demonstrates a
trend for a link between the decrease in hair density
and hair diameter, we found that hair density was sig-
nificantly related to the decrease in hair diameter diver-
sity. Our observations showed that the first change in
hair diameter during androgenic alopecia was the emer-
gence of diversity in hair diameter and highly suggested
that diversity in hair diameter could be a reliable indica-
tor of the balding process. Diversity of the hair diameter

probably results from the fact that hair miniaturization
does not equally affect all the hair follicles of the same
area, resulting in the simultaneous presence of terminal,
indeterminate, and miniaturized hairs. Indeterminate
hairs (0.03-0.06 mm in diameter) are rare in the normal
scalp.’”

Furthermore the link we showed between hair
diameter diversity and hair follicle miniaturization
strongly suggests that hair diameter diversity was the
main and most accurate clinical sign reflecting the fol-
licle miniaturization process. Although hair follicle
miniaturization is the key point during androgenic alo-
pecia, hair diameter diversity represents an important
feature and should be considered an accurate, easily
accessible, and reliable macroscopic clinical sign that
could, from now on, be taken into consideration for
further characterization of hair disorders. By itself, this
clinical feature constitutes a new tool of substantial util-
ity in the diagnosis and management of androgenic alo-
pecia. Further studies, including analysis of scalp
biopsy specimens from subjects not affected by andro-
genetic alopecia, are needed to confirm our clinical-
pathological correlations.
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Abstract Background A study of the scalp in a large co-
hort of volunteers with androgenetic alopecia using macro-
photographs showed the presence of peripilar signs (PPS)
around the hair ostia.

Objective The aim of the present study was to estab-
lish the histopathological features related to PPS.

Design Prospective clinicopathological study.

Setting Department of Dermatology. University Hos-
pital of Bologna.

Patients A group of 40 patients (21 males and 19 fe-
males) participated in the study. Macrophotographs of the
scalp were taken using a Dermaphot camera and PPS were
scored using a three-point scale. Hair density and PPS
were clinically scored according to reference scales. Two
punch biopsies from the photographed area were obtained
from each subject and histological analysis was per-
formed on vertical and horizontal sections.

Observations Clinical parameters indicated that PPS
were already detectable on scalp with high hair density.
Moreover, in patients with high hair density (score >4), a
significant relationship was found between the PPS score
and the global score for perifollicular infiltrates. Thus
PPS are linked to superficial perifollicular lymphocytic
infiltrates in early androgenetic alopecia.

Conclusions PPS could be the clinical signs reflecting
the presence of perifollicular infiltrates.

Keywords Scalp biopsy - Baldness - Fibrosis -
Perifollicular infiltrate - Hair density
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Introduction

Androgenetic alopecia is a common disorder that affects
men and women, and is characterized by the progressive
transformation of terminal into vellus-like follicles through
a miniaturization process ultimately resulting in balding
areas. Histopathological and histochemical studies of an-
drogenetic alopecia have frequently detected perifollicu-
lar and interfollicular lymphocytic infiltrates, mastocytes
and fibrosis [1. 9, 10, 11, 22]. With regard to the der-
matopathological findings, two main types of feature have
been described: inflammatory signs and fibrosis. How-
ever, the significance and time-course of these histologi-
cal signs in the process of androgenetic alopecia remain
controversial and unclear.

We have recently studied scalp signs during the course
of androgenetic alopecia and, being involved in a French
Health National Program called “SUVIMAX” [8], we
performed a clinical study on a large group of volunteers
using scalp macrophotographs. A total of 850 pictures
from men led us to identify the peripilar signs (PPS)
which could be detected in androgenetic alopecia on the
scalp surface. These are characterized by changes in the
scalp appearance around the emergent hair shaft [4]. Al-
though padding of the scalp surface could be observed,
the most striking and conspicuous PPS was the presence
of a brown halo, roughly 1 mm in diameter, at the follicu-
lar ostium.

The aim of the present study was to correlate clinical
observations with histological changes at the same sites of
the scalp in both males and females affected with andro-
genetic alopecia representing the Caucasian population.

Materials and methods

Patients

After study approval by the ethical committee of the University of
Bologna (January 1998), 21 men aged 19 to 51 years (median
27 years; meantSD 2917.2 years) and 19 women aged 21 to 65 years
(median 44 years; meanSD 44.1£13.4) with androgenetic alope-

178



Table1l Age of patients and alopecia classification

Type of No. of Age (years)
androgenetic subjects

alopecia (n=40) Median Range
Hamilton 1 2 245 19-30
Hamilton 11 10 26.5 23-32
Hamilton 11 3 27 24-32
Hamilton IV 5 32 23-51
Hamilton VI 1 41 -
Ludwig I 4 36 25-60
Ludwig 11 12 40.5 21-62
Ludwig III 3 53 42-60

cia [6, 12] gave their informed consent for entry into the study.
The Hamilton grade of alopecia in males ranged from I to VI [6],
and the Ludwig grade in females ranged from I to IIT [12] (Table 1).

Macrophotographs and clinical scoring

Macrophotographs were taken of a delineated scalp area using a
Dermaphot® camera (Heine®, magnification x2.5) as previously
described [5]. In each subject, the vertex area was delineated at the
intersection of the nose line and the ear implantation line, and then
located by a temporary tattoo. A centre parting was made with a
comb and parted hairs were fixed on both sides with adhesive tape
before taking the macrophotograph. The camera was equipped
with two different sets of lenses which ensured that the images

1icm

Fig. 1 Normal scalp (upper picture, arrow defined area for hair
density assessment) and peripilar signs (lower picture, arrows)
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were always taken at the same distance from the scalp. A “space”
lens without contact with scalp skin which allowed routine views
of the surface to be taken and a contact lens allowed the scalp sur-
face to be smoothed and possible masking elements such as dan-
druff and sebum to be removed by using or not using immersion
oil. Successive use of these lenses allowed the microsemiology of
the scalp to be characterized more precisely. The macropho-
tographs showed specific PPS around the emerging hair shaft, the
most typical feature being a brown halo located at the hair ostium
(arrows, Fig.1). PPS were scored as 0 (none), 1 (few or mild),
2 (average or moderate), or 3 (numerous or severe). Hair density
was scored in a 4x36 mm defined area on the slide (see Fig. 1) us-
ing the following a reference scale: 1=baldness (<4 hairs); 2=very
low hair density (5-10 hairs); 3=low hair density (11-20 hairs);
4=average hair density (21-30 hairs); 5=high hair density (31—
40 hairs); and 6=very high hair density (>40 hairs).

Handling of biopsy samples

After administration of local anaesthesia, two adjacent punch
biopsy samples (2 and 4 mm in diameter) were taken. In a sub-
group of 34 volunteers (20 males with Hamilton grade I to VI, and
14 females with Ludwig grade I to III), an additional elliptical ex-
cisional biopsy was taken from the photographed area using the
temporary tattoo as the reference area. Punch biopsies were then
formalin-fixed and paraffin-embedded, while the elliptical biopsy
was embedded in Tissue-Tek OCT compound (Miles, Naperville,
I11.), quickly frozen over dry ice and stored at —80°C until used for
immunohistochemistry.

Histological analysis

Biopsy samples were cut either horizontally [7, 16, 20] or verti-
cally [3] for routine histological and immunohistological analyses

Fig.2 Diagram showing sample processing for horizontal and
vertical biopsy sections
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(Fig.2), and for measurement of epidermal thickness. Horizontal
sections of embedded punch biopsies were obtained by serial cut-
ting from the epidermis down to the hypodermis in order to obtain
sections at different levels of the follicle. All sections were stained
with hematoxylin and eosin, Fontana-Masson (to detect the pres-
ence of melanocytes in the dermis), or Alcian blue (to detect
mucins), and examined under a bright-field microscope. Accord-
ing to the photographic rating of Whiting [20], the degree of lym-
phocytic or mastocytic infiltrates, fibroplasia or sclerosis were
scored as O (absent), 1 (mild). 2 (moderate) or 3 (severe) in the fol-
lowing areas: papillary dermis, peri-sebaceous gland, peri-infundibu-
lum, peri-isthmus, dermal sheath, dermal papilla and collagenous
streamer. The scores corresponding to histological features were
assessed at each level of the follicle for each volunteer. Then. a to-
tal score for each level was obtained by summing individual
scores. In addition, epidermal thickness and follicle depth were
measured from the vertical sections.

Immunochemistry

The elliptical biopsies were used for immunochemical analysis us-
ing a panel of markers for immunocompetent cells and dendro-
cytes, namely CDla, CD4, CD8, HLA-DR (class 1I} and FXIlla.
Vertical frozen sections (5 (m} of hair follicles were prepared on a
HM 500M cryostat (Microm, Francheville, France). Immunola-
belling was performed as previously described [3]. CDla, CD4,
CD8, HLA-DR labelling was performed on 34 volunteers (20 males
with Hamilton grade I to VI and 14 females with Ludwig grade 1
to IIT) while FXIIIa staining was performed on a subset of 19 vol-
unteers (11 males with Hamilton grade I to VI and 8 females with
Ludwig grade I to [1I). The intensity of CDla, CD4, CD8, HLA-DR
(class II) and FXIIla expression was graded on a scale of 0 to 4,
from a few positive cells in the dermis (score I) to large clusters in
the dermis, perivascular, around the sebaceous gland and the in-
fundibulum (score 4).

Statistical analysis

In all, 252 histological sections were studied. The links between
clinical and histological findings are displayed as box-plots, show-
ing the median and the interquantile range. Nonparametric trend
tests were carried out using the Jonckeere-Terpstra Test. Descrip-
tive and interferential analyses were performed using SPSS (ver-
sion 11.0 for Windows; Chicago, 11.) statistical software.

Results

Clinical parameters, including the presence of PPS and
hair density scores, were matched with histological fea-
tures, including perifollicular infiltrates (PFI) and epider-
mal thickness.

Clinical features

PPS were commonly found in both males and females
with androgenetic alopecia (90% and 86% of subjects, re-
spectively). In males, PPS were significant (score 2 or 3)
in 71% and mild (score 1) in 19%. Only two male subjects
were totally free of PPS with a hair density score of 2 and 3,
respectively. In females, PPS were significant (score 2
and 3) in 57% and mild (score 1) in 29%. Interestingly,
PPS were mainly detected in subjects with androgenetic
alopecia with hair density scores 4 to 6 (Fig. 3). When de-

3 P =0,05
n=
o
B »
» 0
o
g
56 34 12

Clinical Hair density Score

Fig. 3 Statistical analysis of the relationship between clinical hair
density and PPS score. The boxes represent values between the
25th and 75th percentile, the horizontal lines are the medians. Note
the significant relationship (P=0.05) between decrease in PPS
score and decrease in hair density score

tected in the vertex area of subjects with androgenetic
alopecia, PPS were also detected in non-balding areas. i.e.
on the nape, but with a lower intensity. Moreover, a de-
crease in PPS score was observed together with a decrease
in hair density score.

Histological findings

Microscopically, biopsy samples from men and women
showed similar pathological changes. All 21 biopsy sam-
ples taken from the vertex area of males showed slight to
mild dermal oedema, sparse superficial perivascular and
interstitial infiltrate of lymphocytes, few mastocytes, and
sometimes dilated capillaries in the papillary dermis. No
dermal melanocytes could be detected. even close to the
infundibulum. A mild mucin deposit (score 1) was observed
in the papillary dermis, around the infundibulum, the se-
baceous gland and collagenous streamers in 25%, 43%,
14% and 10% of samples from males, respectively. Fibro-
plasia was noted, characterized by an increased number of
fibroblasts and increased amounts of collagen around the
sebaceous glands and collagenous streamers [9]. in 62%
of subjects (Figs. 4., 5 and 6).

All 21 samples taken from females also showed lym-
phocytic infiltrates with few mastocytes. As observed in
male subjects, no dermal melanocytes could be detected.
A mild to moderate mucin deposit (score <2) was ob-
served in the papillary dermis, around the infundibulum,
the sebaceous gland and collagenous streamers in 51%,
15%, 35% and 40% of samples from females, respectively.
Fibroplasia was detected in 57% of subjects.

The infiltrates were mainly located in the papillary der-
mis, around the infundibulum, and/or the sebaceous gland
(Figs 7 and 8; Table 2). They were not detected in the peri-
isthmus area. Occasionally, lymphocytic infiltrates were
found in the area of collagenous streamers (in 9% and
43% of male and female samples, respectively). The im-
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Fig.4 Scalp pathology in androgenetic alopecia: vertical section.
Mild perifollicular fibrosis in the dermis (HE x70)

munchistochemical study revealed the presence of im-
munocompetent cells in a distribution similar to that of
the infiltrates. An intensity score of =2 was observed in
47%. 6%, 53% and 68% of samples for CD1a, CD4, CD8
and HLA-DR, respectively (Table 3). These immunohis-
tochemical findings showed that immunocompetent cells
were involved in the infiltrates. Moreover, FXIIIa-posi-
tive cells, representing a specific population of bone-mar-
row dermal dendritic cells (dermal dendrocytes) distinct
from Langerhans cells, were detected, that shared some
features in common with mononuclear phagocytes (mono-
cyte/macrophages) [2]. FXIlla labelling, with a score =2
in 84% of the samples studied (Table 3), confirmed the
presence of a local infiltrate of immunocompetent cells
[2] and suggested the presence of perifollicular fibrosis
[18, 19].

425

Fig.5 Scalp pathology in androgenetic alopecia: horizontal sec-
tion. Moderate peri-infundibular fibrosis (HE x100)

Fig.6 Scalp pathology in androgenetic alopecia: horizontal sec-
tion. Follicular units with moderate perifollicular fibrosis around
miniaturized follicles (HE x100)

Histological and clinical relationships

Clinical parameters were compared with quantitative his-
tological parameters. Among the whole population stud-
ied, there was a significant relationship between PPS score
and global score for PFI (P<0.02; Fig.9A). In patients
with a clinical hair density score exceeding the median
value (score 4), a significant increase in PPS score was
always associated with an increase in PFI score (P<0.01;
Fig. 9B), while no significant link between PPS score and
PFI score was found (P=0.71; Fig. 9C) when the clinical
hair density score was below the median value (score 4).
A link between epidermal thickness and PPS score
among the whole population remained unclear (P=0.19;
Fig. 10A). However, in those with a clinical hair density
score exceeding the median value (score 4), a significant
increase in PPS score was associated with high values of
epidermal thickness (P<0.01; Fig. 10B), and in those with
a clinical hair density score lower than the median value
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Fig.7 Scalp pathology in androgenetic alopecia: vertical section.
Sparse mild superficial perifollicular lymphocytic infiltrate (ar-
row) (HE x60)

Fig.8 Scalp pathology in androgenetic alopecia: horizontal sec-

tion. Severe peri-isthmus and peri-sebaceous lymphocytic infil-
trates with perifollicular fibrosis (HE x60)

(score 4), epidermal thickness did not vary with PPS score
(Fig. 10C).

Table2 Scores for inflammatory cells (lymphocyte and few mas-
tocyte infiltrates) (the scores were established on a scale of 0 to 3,
see Materials and methods)

Score Male Female
samples (%) samples (%)

Papillary dermis | 24 41

2 0 45
Peri-infundibulum 1 I 35

2 0 21
Peri-sebaceous gland 1 10 0

2 0 26
Peri-isthmus 0 100 100
Dermal sheath 0 100 100
Collagenous streamer 1 9 33

2 0 10

Table3 Immunohistological scores (the scores were established
on a scale of 0 to 4, see Materials and methods). Values are percent
of samples

Score CDia CDh4 CD8 HLA-DR  FXllla*
0 18 44 3 3 0
1 35 50 44 29 16
2 29 6 <a 59 58
3 12 0 9 9 21
- 6 0 0 0 5

Discussion

Although histopathological changes are often detected in
scalp biopsies of both men and women with androgenetic
alopecia, the specificity of these findings has frequently
been questioned. The presence of PFI has been regarded
either as a nonspecific finding by some authors [14], who

*FXIlla staining was performed on a subset of samples from 19
subjects (11 males with Hamilton grade from I to VI and 8 females
with Ludwig grade from I to III)

consider that it is merely related to the normal scalp mi-
croflora, or as a pathogenic factor by others, who relate it
to the progression of the irreversible process of androge-
netic alopecia [9, 13, 17]. Lattanand and Johnson [11] re-
ported the presence of dermal inflammatory infiltrates with
variable intensity in 50% of 347 male-pattern alopecia
samples studied. Abell [1] found dermal inflammatory in-
filtrates in 75% of 603 male-pattern baldness patients and
local fibrosis in 25%. Whiting recently studied the degree
of inflammation in 1017 scalp biopsies from patients with
androgenetic alopecia and found mild follicular inflam-
mation in 45% of males and 38% of females, and moder-
ate to dense inflammation in 40% of males and 16% of fe-
males [21].

In the present study, PPS were mainly characterized by
a brownish halo at the follicular ostium and were widely
observed in both male and females with androgenetic
alopecia. PPS were mostly found in androgenetic alopecia
of subjects with a high hair density score (score 5 or 6),
but rarely found when the hair density score was low
(score 1 or 2). Links between PPS and melanocytes (ab-
sent in the dermis of 100% of the samples studied) and be-
tween PPS and mucin deposition (heterogeneously ob-
served throughout the samples) could not be established.
However, a link between PPS and the presence of PFI was
established. It is believed that PFI is a phenomenon sec-
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Flg. 9A-C Statistical analysis
of the relationship between PF1
score and PPS score. The boxes
represent values between the
25th and 75th percentile, the
horizontal lines are the medi-
ans. Circles are values more
than 1.5 box-lengths away
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ondary to the balding process rather than a cause of it. The
causes may be the use of various cosmetics and other
chemicals to treat the balding [20] or the extra exposure of
the balding scalp to damaging ultraviolet light [22]. How-
ever, in the present study, PPS and PFI were observed in
volunteers with a hair density score above 4. Both PPS
and PFI therefore appear to be early signs of androgenetic

alopecia, ruling out a possible effect of extra exposure to
ultraviolet light, for example.

The close association between PFI and early stages of
androgenetic alopecia might explain why such a link has
been found in some studies [15]. In our study. PFI was a
common feature, not only in male androgenetic alopecia
[9, 17]. but also in female androgenetic alopecia. The in-
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filtrates were mainly composed of lymphocytes with few
mastocytes and were located around the infundibulum,
isthmus and sebaceous gland, but they were also found in
the lower follicle, i.e. in the collagenous streamer. In most
reported studies the infiltrates have been found to be com-
posed of mononuclear cells, lymphocytes and histiocytes
[7, 9, 10, 19] and to be mainly located around the in-
fundibulum and the isthmus. When present. a lower fol-
licular infiltrate is usually accompanied by an upper fol-
licular infiltrate [5, 9, 10, 11]. Moreover., a conspicuous
histological feature has been described as clusters of ab-
normal inflamed streamers [10] extending down to the
subcutis below miniaturized follicles.

PPS appeared as an early detectable characteristic of
the onset of androgenetic alopecia. These clinical signs
led us to speculate that they could reflect perifollicular
disorders directly involved in the hair loss process during
its early stages. It is very important to note that global
PPS severity was linked to PFI, and the PFI score was
more severe when the hair density score was above the
median value. In addition, for the highest value of PFI
score, an increase in scalp epidermal thickness was noted.
This epidermal thickening might be linked to epidermal
changes in response to dermal infiltration.

The origin of PPS is not clear, even though the link
with mucin deposition or melanocytes can be ruled out. It
could be linked to epidermal thickness and/or fibrosis, but
additional investigations are needed to detect all histolog-
ical patterns linked to these new clinical signs, as well to
their specificity with respect to androgenetic alopecia. De-
tection of PPS could be a substantial help in the diagnosis
and management of androgenetic alopecia, as a rapid macro-
photograph of the scalp could represent a first and easy
clinical approach. Moreover, the new clinical perifollicu-
lar signs described above as being associated with andro-
genetic alopecia could contribute to a better knowledge of
the microsemiology of androgenetic alopecia.
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lence is age dependent [1]. When a woman con-

sults a dermatologist about hair loss, her condition
may or may not lead to alopecia, defined as a decrease in
hair density. Patterned androgenic alopecia occurs in 37%
of post-menopausal women [2] but only in 10-13% of
non-menopausal women [2. 3], Another hair trouble in
non-menopausal women is increased hair loss or hair shed-
ding. also known as chronic telogen effluvium (CTE) [3],
affecting around 30% of women in the USA. UK and Japan
[4]. Both diffuse androgen-dependent alopecia and chronic
telogen effluvium are a major concern in dermatology [5].
However, it is important to remember that in clinical prac-
tice, women's complaint of hair loss is still unclear or
controversial [6, 7]: other causes must be taken into consid-
eration,
Iron deficiency has been suspected to represent one of the
possible causes of excessive hair loss in women, Iron defi-
ciency has been reported to be associated with chronic
diffuse hair loss [5, 6, 8. 9]. A total iron depletion was
abserved when the serum ferritin was below 15 pg/L., and
low iron stores with serum ferritin was between 15 and
30 pug/L [10]; Rushton [ 1 1] reported that the critical thresh-
old of serum ferritin was 40 ug/L, o level under which
ncreased telogen hair shedding was observed. So far, a
direct relationship between ferritin levels and hair loss has
not been confirmed by other studies [12, 13] and is still a
matter of debate [14-16]. Some evidence was provided ina
recent report | 17] that decreased serum ferritin is associated
with hair loss or alopecia in women; however, several
parameters in this study, such as sample sizes, the fermitin
thresholds and the clinical features [16, 17] need further
explanation.
To further investigate the relationship between iron store
and hair loss, we decided to explore this relationship by
assessing hair loss and measuring serum ferntin concentra-
tion, which is closely related to iron stores [10], in a very

I I air loss in women is a common trait and the preva-
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large sample of subjects by taking the advantage of the
SU.VLMAX epidemiological study. which provided us
with the opportunity 1o study, for the first me, a large
cohortof 3110 women. The aim of the study was to evaluate
u possible link between iron stores based on the assessed
ferritin level. and hair loss in women.

Materials and methods

Volunteers

5110 women aged between 335 and 60 years were involved
in the study. This cohort of volunteers wis part of the
SUNVLMAX mal, a large French epidemiological study
[18. 19] approved by the ethical Committee of Paris-
Cochin. SU.VLMAX, which stood for “SUpplementation
en Vitamines et Minéraux AntioXydants”, was a random-
1ized double blind, placebo-controlled. primary-prevention
trial designed to test the efficiency of daily supplementation
with anti-oxidant, vitamins and minerals at nutritional
doses. in reducing the incidence of cancers and ischemic
vascular diseases in a middle-age general population. De-
tailed description of the SUVLMAX study-design, ran-
domization and participant characteristics have been previ-
ously reported [ 18, 19],

Hair loss assessment

Hair loss was assessed with the help of a set of descriptive
questions extracted from a self-assessment questionnaire
which had been sent to all volunteers at inclusion in the
study (table 1). The quantification of hair loss was esti-
mated by quantification of the hairs lost during washing,
brushing. after drying with a towel, on the pillow after a
night’s sleep and on clothes. Hairs that shed were quantified
as none or a hintle, a few and a lot of hairs. Questions
concerning the degree of self-perceived hair loss were also
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Table 1, Hair loss questionnaine

o Do you feel involved by hair Joss?
10 a transiont hai

1o a pensistent hair

o lf you fullnvolvedbybairlomdoyoumimmnywtmmm
mmmmwmmmm

» Currently, during hair washing, how much do you estimate your hair Joss?
o Currcntly, drybng your hair with a bath towel, how much do you estimate your hair loss? 1 Many hairs
» Currently, during hair brushing, bow much do you estimate your bair loss?

o Currently, after o night sleep, how much do you estimate your hair loss on the pillow?
» Currently, during o day how much do you estimate your hair loss on your clothes?

O Yes CINo

3 Yes [INo

[ Yes I No

CIMany hairs T Few hairy - £ Very few or None
[ Few hairs [ Very few or None

CIMany haars T Few hairs - T Very few or None

O Many hais [ Few hairy T Very few or None

CIMany bairs [ Few hairs [ Very few or None

provided to establish if the volunteers consider themselves
to be concerned by hair loss (non existent, normal, abnor-
mal) and were included in the data analysis, Multiple cor-
respondence analysis and hierarchical cluster analysis
(HCA) [20] were used to group the answers with similar
expression patterns. This allowed s to identify three dis-
tinct groups of volunteers characterized by “absence of
hair loss”, “moderate hair loss” and “excessive hair loss™
(table 2).

Biochemical measurements

The iron status was assessed by measuring the serum fer-
ritin level and haemoglobin levels in each volunteer. At
entry in the study. a 35 mL venous blood sample was
collected. After collection (Becton Dickinson tubes), hae-
moglobin was measured immediately (cyanmethemoglo-
bin method) and kept at + 4 “C in the dark until centrifuga-
tion and preparation of the aliquots. Serum ferritin levels
were measured using o nephelometric assay (BNII Ber-
hing) [21].

Statistical analysis

Descriptive and inferential analyses were performed using
SPSS 11.0, SPAD 5.1 and SAS 8.2 statistical softwares.
The detection limit of the serum ferritin assay caused some
departure from normality even for log-transformed data.
Therefore analyses based on ranks have been preferred.
Analysis of variance (ANOVA) of serum ferritin level
based on ranks has been carried out independently in post-
menopausal and non-menopausal women, taking into ac-
count the age factors, “hemoglobin™ and “hair loss classes™
(table 2). For non-menopausal women, the use of intra-
uterine devices or contriceptives was also taken into con-

sideration. Comparisons of mean mnked serum ferritin
levels relative to the hair loss classes were carried out using
the Tukey-Kramer procedure for pairwise comparisons
[22]. The relationship between the hair loss classes and
serum ferritin levels were fitted using gencralized logits
[23] controlled for age, hacmoglobin, and contraceptives or
intra-uterine devices. The “excessive hair loss™ class was
chosen as the reference class: the significance level was set
up at 0.05.

Results

Hair loss quantification

Based on the questionnaire, hierarchical cluster analysis
(HCA) using Ward's criteria clearly identified three well-
defined classes of women |20]. The planar projection of
individuals (figure 1) displays the three clusters on the first
factonal plan. The clusters are stretched along the first
component, comresponding to an intensity hair loss axis.
The U-shape representation of the clusters is char .octcm(ic
of a Guttman effect [20] which opposes the classes “a
sence of hair loss” and “excessive hair loss™ classes to
“moderate hair loss™ class on the second factorial axis, The
three classes were characterized using modalities over-
expressed in respect to the whole population (table 2). The
ellipsoids displays the classes “absence of hair loss”,
“moderate hair loss”, and “excessive hair loss”™ which
correspond to 43%, 48%, and 9% of the 5110 women,
respectively. Each point on this figure corresponds to a
particular profile and is sized proportionally to the fre-
quency of the profile in the studied population.

Table 2. Hair loss classification according to descriptive questions on hair loss signs and hierarchical cluster analysis

Cluster 1“Absence of Hair Loss™ Cluster 2 “Moderate Hair Loss™ Cluster 3 “Excessive Halr Loss
“not concerned by hair loss™ “hair loss self-perceived as normal hair — “hair loss self-perceived as abnormal hair
loss™ loss™
“na hl:air loss or a litle during the “lose a few hairs duning the washing” “lose @ lot of hairs during the washing”
washing ™
bno hair Io.rs or a little during hair “loye a few hairs during hair brushing™ “lose a lot of hairs during hair brushing”
rushi
“no hair losx or a little on the bath towel" “lose a few hairx on the bath towel” “laxe a ot of hairs on the bath towel”
“no hair loss or a little on the pillow™ “lose a few or a lot of hairs:
“na hair loss or a little on the clothes” on the pillow™
“lose u few or u lor of hairs on the
clothes™
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Figure 1. Diagram representing the 3 classes of Non-
Menopausal Women according to their hair loss data: absence
of hair loss: 43%, moderate hair loss: 48%, excessive hair
loss: 9%. This representation is obtained by Principal Compo-
nent Analysis: it corresponds to the projection of the individu-
als in the mathematical space done by the variables. The
classes (“clusters™) are represented here on the factorial plan
defined by the first two principal components (The abscissa
axis represents “the first Principal Component”™ and the
ordinate axis represents the “second Principal Component "),

Link between hair loss and serum ferritin levels

In non-menopausal women, 41.5%, 48.6% and 10% dis-
played absence, moderate and excessive hair loss, respec-
tively (table 3A). Among them. 23% (881/3759) presented
iron depleted stores (serum ferritin levels < 15 pg/l), In
addition, 57% [881+1269¥3759] of non-menopausal
women presented low iron stores (serum ferritin < 40 pg/L)
(table 3A, figure 2),

In post-menopausal women, the iron loss caused by bleed-
ing during menstruation does not occur anymore, Among
them, 47.4%, 46% and 6.6% display absence, moderate
and excessive hair loss respectively (table 3B). At that
time, only 5% (67/1351) had depleted iron stores (serum
ferritin < 15 pg/L) (fable 3B). Similarly, the low iron stores

Hi
1275

"i875 2475 3075 3675

Figure 2. Distribution frequency of Non-Menopausal Women
as a function of serum ferritin levels (ug/L) (n = 3739). Note
that women with serum ferritin levels < 15 pg/L and <40 ug/L
represent 23% and 57% respectively, of total non-menopausal
population.
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tserum  ferritink <40 pg/l)  affected  only  23%
[(674243)/1351] of post-menopausal women versus 57%
of non-menopausal women.

The detection limit of the serum ferritin assay caused some
deviation from nommality, even for log-transformed data.
Since the parametric analyses could thus be biased, we
decided 1o perform analyse based on ranks, The ANOVA
based on runks showed u significant effect of the mean
serum ferritin level on hair loss (p=0.01) only in non-
menopausal women. The Tukey-Kramer test for pairwise
comparisons showed significant differences between ex-
cessive hair loss and both absence (p = 0.01) and moderate
(p =0.02) hair loss (figure 3).

In non-menopausal women, with serum ferritin levels
below 40 pg/l. or below 15 pg/l,, excessive hair loss
was  significantly more frequent (11.4%  [(90+156)
(88141269)| and 10.2%, respectively), compared to
women with optimal levels of ferritin, above 70 pg/l.
(68%) (table 3A). Ancmia (defined as hemoglobin
< 120 g/Ll) concerned 104% [(173+43)/(881+1269)] and
19.6% of women presenting # serum ferritin level lower
than 40 pg/L or 15 pg/L, respectively. With a serum ferritin
level above 40 pg/L, only 1.8% [(23+7)/(937+672)] of the
women showed unemia (fable 4). Thus, a relationship be-
tween hair loss and anemia was noticed only when the
body’s iron stores was below 40 pg/L.

Adjusted for age, haemoglobin, and the use of contracep-
tives or intra-uterine devices [21], generalized logits based
on runks for the absence versus excessive hair loss and
moderate versus excessive hair loss were performed. A
generalized logits model was preferred over a conventional
polytomic logistic regression. since the assumption of pro-
portional odds was rejected (score test for the proportional
assumption, p = 0.009). The results showed that low serum
ferritin levels appeared to be highly significantly linked to
the presence of excessive hair loss in non-menopausal
women (p = 0.005 for excessive hair loss versus absence of

as
1_9'0,01 >
g 24 ] ‘ [
w
333
£
P32 —
< p=0.02 >
31 -
N= 1559 1825 rs
Absance Moderate Excassive
Hair loss

Figure 3. Variation in serum ferritin levels (pg/L) as a function
of severity of hair loss in women before menopause (non-
menopausil women), Note that Tukey-Kramer test for pair
wise comparisons showed significant differences between ex-
cessive hair loss versus absence or moderate hair loss classes
(p=0.02, p=0.01 respectively). CILN: Confidence Interval
of Log .
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Table 3A. Impact of iron store levels on hair loss status in non-menopausal women

(n=3759)
Ferritin (pg 1Y) Hair loss Total
Absence of  Moderate Excessive
hair loss Thuir loss huir loss
<15 Count 365 426 90 881
% within forritin A1.4% 48.4% 10.2% 100.0%
[15-40] Count 512 601 156 1269
% within ferritin 40.3% 474% 12.3% 100.0%
[40-70] Count 385 469 83 937
% within feentin 4L1% 50.1% 8.9% 100.0%
=270 Count 297 320 46 672
% within ferritin 44.2% 49.0% 6.8% 100.0%
Total Count 1559 1825 375 3759
% within fernitin 41.5% 48.6% 10.0% 100.0%

Table 3B. Impact of iron store levels on hair loss status in post-menopausal women

(n=1351)
Ferritin ipg 1Y) Halr luss Total
Absence of  Moderate Excessive
hair loss hair loss hair loss
<15 Count 30 30 7 67
% within ferritin 44.8% 448% 10.4% 100.0%
115-40] Count 106 17 20 243
% within fesritin 43.6% 48.1% 8.2% 100.0%
[40-70] Count 175 142 21 338
% within fermitin 51.8% 42.0% 6.2% 100.0%
=70 Count 330 312 41 703
% within fermitin 46.9% 472% 58% 100.0%
Total Count 641 621 89 1351
% within fermitin 47 4% 46.0% 6.6% 100.0%
hair loss; p = 0.005 for excessive hair loss versus moderate Discussion

hair loss). Model adequacy was supported by Hosmer and
Lemeshow Goodness-of=Fit test [23], In addition, the
model based on the log transformed ferritin data (figure 4)
shows similar results,

Table 4. Impact of iron store levels on hemoglobin level in
non-menopausal women (n = 3759)

Ferritin (pg /L) Hemoglobin
<1201 =120 /L Total
<15 aumber 173 708 881
% 19.6% B0.4% 100.0%
[1540]  number 43 1226 1269
% 34% 96.6% 100.0%
[40-70] number 23 914 937
% 2.5% 91.5% 100.0%
270 number 7 663 672
% 1.0% 9.0% 100.0%
Total aumber 246 3513 3759
% 6.5% 93.5% 100.0%

— 50—
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This study, carried out for the first time on o very large
cohort of women, provides strong arguments in favor of an
association between depleted iron stores and hair Joss,
particularly excessive hair Joss in women before meno-
pause. Itis likely that women classified in the present study
under “excessive hair loss” were mainly women with
androgenetic alopeciu | 17], however considering their lurge
number. women with CTE [3] might also be included.
Since serum ferritin measurement has been reported to be
the most sensitive assay for estimating the iron status in an
adult population [24), we used this assay to verify a pos-
sible fink between iron status and hair loss.

Our results fully agreed with previous reports |3, 6, 8, 9]
and provide further evidence that the iron status has to be
tuken into consideration when studying hair loss in women
| 5] and contrasts with some previous studics where no link
between iron deficiency und hair loss was detected. This
discrepancy could be expluined by differences in the design
of the studies. None of the previous studies was performed
on an important sample of the general population nor did
they take into consideration parameters such as age and
hacmoglobin concentration in post-menopausal women,

EJD, vol. 17, 0" 6, November-December 2007
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Figure 4. Logistic regression model describing the percentage
variation in odds of excessive hair loss [(Probability of exces-
sive hair loss) 1 1-{Probability of excessive hair loss)] as a
function of the variation of serum fesritin level, Note that it is
adjusted for age, hemoglobin, and use of contraceptives or
intra-uterine devices.

and also neglecting the adjustment of the results with the
use of contraceptives or intra-uterine devices in non-
menopausal women, It is known that menstruating women
using intra-uterine devices have significantly lower serum
ferritin levels than those without contraception, or using
oral contraception [21]. A potential weakness of our study,
based on the way the data on hair loss were collected, was
compensated by the successful logistic regression model,
establishing a hink between serum ferritin level and exces-
sive hair loss in non-menopausal women.

According to these results, a decrease in ferritin levels
might be considered as a potential risk factor for excessive
hair loss. For example, a decrease in 30 units of serum
ferritin level in non-menopansal women presenting an ini-
tial serum ferritin concentration of 70 pg/L (reference mean
value of serum ferritin) would fead to a 28% increase in the
odds of excessive hair loss.

Our results support the “threshold hypothesis™ [17], which
states that decreased iron stores lower the threshold for
developing different types of alopecia. Nevertheless. addi-
tional studies are required o better understand the biologi-
cal significance of the critical iron status fevel of 40 pg/L in
the etiology of hair loss.

EID. vol. 17, u® 6, November-December 2007

In hair follicles, iron is implicated as a metabolic factor.
Iron is also a main constituent for hemoglobin, and iron
depletion leads to anemin. The present study indicates that
anemian appears for a ferritin threshold much lower than for
hair loss. Consequently in clinical practice, an excessive
hair loss supports the need to check serum ferritin levels,
The optimum serum ferritin levels to reach for effectiveness
on hair loss are higher than those usuully recommended for
treatment of anemia. W
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Abstract

Despite the long series of cohort studies performed during the last 20 years, the correlation between serum testosterone and any clinical
situation believed to be under androgen controf in women has remained elusive. This is likely related to the recent finding that the androgens
made locally in large amounts in peripheral tissues from the precursor dehydroepiandrosterone (DHEA) act in the same cells where synthesis
lakes place and are not released in significant amounts in the circulation, thus making vnreliable the measurement of serum testosterone as
marker of total androgenic activity. The objective is to determine if serum androgen glucuronides can be replaced by testosterone or another
steroid as measure of androgenic activity.

Since the glucuronide derivatives of androgens are the obligatory route of elimination of all androgens, these metabolites were measured
by liquid chromatography tandem mass spectrometry under basal conditions in 377 healthy postmenopausal women aged 5565 years as well
as in 47 premenopausal women aged 30-35 years while testosterone was assayed by gas chromatography mass spectrometry. No correlation
was found between the serum concentration of testosterone and that of androsterone glucuronide (ADT-G) or androstenediol glucuronide
(3a-diol-G), the androgen metabolites which account for the total pool of androgens.

The present data show that measurement of the total pool of androgens reflected by the serum levels of ADT-G and 3a-diol-G cannot be
replaced by serum testosterone or any other steroid, including DHEA or DHEA sulphate. These findings may have implications for women
with androgen deficiency involving osteoporosis. obesity, type 2 diabetes, sexual dysfunction, loss of muscular strength and a series of other
clinical situations affecting women’s health. Measuring ADT-G and 3«-diof-G might identify cases of true androgen deficiency and provide
an opportunity to offer appropriate androgen therapy.
© 2006 Elsevier Ltd. Al rights reserved.

Keywords: ‘Testosterone; Androsterone; Glucuronides; Intracrinology: Mass spectrometry: Androgenic activity marker

1. Introduction

It has been a long-lasting problem to realize, report after
report, that the long series of case-control and prospective
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cohort studies which analyzed the correlation between serum
testosterone and the incidence of obesity. insulin resistance,
breast cancer, sexual dysfunction or other clinical problems
in women always yielded contradictory results (reviewed
in Refs. [1-10]). Such a lack of correlation is difficult to
reconcile with the well-demonstrated stimulation of sexual
function [4,7.9] and the inhibitory effects of exogeneous
androgens on obesity and breast cancer [1,3,11-13]. This
lack of consistency between the serum levels of testosterone
and the effect of exogenous androgens has raised serious
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doubts about the validity of measurements of total as well
as free serum testosterone as markers of androgenic activity
in women.

One explanation for the lack of correlation between serum
testosterone and clinical parameters known to be under
androgen control could be related to the recent data show-
ing that the majority of androgens in women are made
locally in peripheral target tissues from the inactive precur-
sor dehydroepiandrosterone (DHEA) of adrenal gland origin
[1,14,15]. Since the androgens made locally do not originate
from circulating testosterone. one could reasonably expect
that measurement of the serum levels of testosterone is of
questionable biological and clinical significance. In fact, the
androgens testosterone and dihydrotestosterone (DHT) made
in peripheral tissues from DHEA of adrenal origin exert their
action locally in the same cells where synthesis takes place
with only minimal release as active androgens in the cir-
culation. Following their formation and availability for local
intracellular action. testosterone and DHT are inactivated and
transformed in the same cells into water soluble glucuronide
derivatives which diffuse quantitatively into the general circu-
lation where they can all be measured before theirelimination
by the kidneys (Fig. 1). This recently identified mechanism of
steroid formation and action has been named intracrinology
[14.16].

In addition to the above-identified major issue about the
biological significance of the serum testosterone concentra-
tion which does not take into account the large amount of
androgens made in peripheral tissues, it should be mentioned
that the radioimmunoassays generally used to measure serum
sex steroids have questionable specificity [17-20].

Considering the major importance for the clinicians and
women to have access to a valid and precise marker of andro-

ADRENAL

TESTO!
PHEA INTRACRINOLOGY
. I \ &
ADT-G QHEA ADT-G
3c-DIOL-3G 3-DIOL-3G
3uDIOLA78 Trew= 3BI0LA7G
BLOOD Cl“" PERIPHERAL TISSUES
iy /(P

Fig. I. Schematic representation of the very important contribution of the
precursor DHEA of adrenal origin to total androgenic activity in post-
menopausal women with a parallel minor contribution of testosterone of
two origins, namely the ovary and adrenal. A very small proportion of the
testosterone and DHT made intracellutarly by the steroidogenic enzymes of
the intracrine pathway diffuse into the circulation. The height of the bars is
proportional to the concentration of each steroid.
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genic activity in order to assess with confidence the role of
androgens in a series of problems particularly frequent after
menopause, namely type 2 diabetes, obesity and arterioscle-
rosis (metabolic syndrome), sexual dysfunction, osteoporo-
sis, breast cancer, skin atrophy as well as loss of muscular
strength, physical fitness and well-being, we have used liquid
chromatography—tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
and gas chromatography mass spectrometry (GC-MS) to
measure nine androgens, their precursors and metabolites in
377 postmenopausal women in good health aged 55-65 years
in order to analyze the correlation between serum testos-
terone and the true markers of the total pool of androgens,
namely the glucuronide derivatives of androsterone (ADT)
and androstane-3«, 17p-diol (3ae-diol), the obligatory route
of elimination of androgens. We have also compared with
data obtained in 47 normal 30-35-year-old normally cycling
women.

2. Subjects

Three hundred and seventy seven (377) healthy post-
menopausal women aged 55-635 years and 47 premenopausal
30- to 35-year-old women participated in this study after
IRB approval and having given written informed consent.
No subject had taken hormone replacement therapy dur-
ing the previous 6 months. No subject was suffering from
an endocrine disorder, and none was under treatment with
lipid- or glucose-lowering agents. Subjects did not have active
or history of thromboembolic disease. significant metabolic
or endocrine disease or clinically significant gastrointesti-
nal, liver or gallbladder disease. There was no migraine and
no diabetes mellitus not controlled by conventional therapy.
Subjects had no corticosteroid treatment within 6 weeks of
study entry as well as treatment with B-carotenoid, retinoic
acid, hydroquinone, a-hydroxyacid (including inhaled, topi-
cal, oral). Hypertension equal to or above 160/95 mm Hg or
not controlled by standard therapy as well as confirmed clin-
ically significant depression or confirmed severe psychiatric
disturbance were not permitted.

No administration of any investigational drug within 30
days of screening visit or previous treatment with androgens
or anabolic steroids within 6 months prior to the screening
visit was permitted. The subjects had no exposure to or use
of antidepressants, antipsychotics, narcotic and analgesics,
within 30 days prior to enrollment. Smoking any number
of cigarettes was an exclusion criteria. There was no for-
mer or present narcotic addiction or alcoholism. The body
weight ranged between 18.5 and 29.9 of ideal body weight
according to body mass index (BMI). No hepatic or renal
impairment or condition known to affect drug or steroid
metabolism was permitted. All subjects had a medical his-
tory, complete physical examination, serum biochemistry
as well as complete blood and urinalysis. Blood sampling
was performed under fasting conditions between 08:00 and
10:30h.
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3. Materials and methods

3.1. Quantitation of steroids in human serum: human
blood sample collection for measurement of DHEA and
related steroids

The serum steroid levels of DHEA, DHEA-S. androst-
S-ene-3B, 17B-diol (5-diol). dihydrotestosterone (DHT),
testosterone, androstenedione (4-dione), androsterone glu-
curonide (ADT-G). androstane-3a, 17B-diol-3-glucuronide
(3a-diol-G) and 3a-diol-17G were measured at the Lab-
oratory of Molecular Endocrinology, CHUL Research
Center.

3.2. Analysis of non-conjugated steroids

3.2.1. Preparation of calibration curve of standard
samples

DHEA, 5-diol, 4-dione, testo, and DHTwere analyzed by
GC-MS. On each day of analysis, calibration standards rang-
ing from 0.2 to 20 ng/mL for DHEA and 5-diol. from 0.05 to
10 ng/mL for 4-dione and testo and from 0.02 to 4 ng/mL for
DHT were prepared using charcoal-adsorbed human serum.

3.2.2. Extraction of steroids from human serum

Briefly, 500 pL of a 0.5M sodium acetate solution is
added to each tube (1.0mL for calibration standards). A
methanolic solution (50 wL), containing a mixture of deuter-
ated steroid internal standards, was then added to each tube.
Aliquots of 0.75 mL of study samples (0.25 mL for calibra-
tion standards) were added and tubes were vortexed for ca.
| min.

1-Chlorobutane (3 mL) was then added to each tube and
mixed. After centrifugation, the organic extracts were col-
lected and purified on LC-Si SPE columns. Columns and
the adsorbed material were washed with ethyl acetate:hexane
(ca. 6 mL; 1:9; v:v). The analytes of interest were then eluted
using 4 mL ethyl acetate:hexane (50:50; v:v) which was evap-
orated at 50 °C. The dried residue was reconstituted in 0.5 mL
ethyl acetate and vortexed forca. 15s.

An aliquot of 100 pL. was transferred to a glass tube for
the assay of 4-dione and the remaining extract was kept in
the tube for the assay of DHEA., 5-diol, testo and DHT. Both
extracts were evaporated at 50°C.

3.2.3. Derivatization of DHEA, 5-diol, testo and DHT
Pentafluorobenzoylchloride in ethyl acetate (50 pL; 1/10;
w/v) and pyridine in ethyl acetate (500 p.L; 1:99; v:v) were
added to the dried residue of DHEA, 5-diol, testo and DHT
and the samples were incubated for ca. 30 min at 60°C.
After evaporation of the reagent mixture, a solution of 0.5 M
NaHCOj3 (1.0 mL) was added to the tubes, which were then
left to react for 15 min at room temperature. Hexane (2 mL)
was then added to the tubes which were vortexed for ca. 2 min
and left at room temperature forca. 10 min. The organic phase
was evaporated at 50 °C and the final extract reconstituted in
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50 pL isooctane and then transferred into a conical vial for
injection into the GC/MS.

3.2.4. Derivatization of 4-dione

A solution of 1 mg pentafluorobenzylhydroxylamine/mL
pyridine (100 pL) was added to the 4-dione extract and the
tubes were incubated for ca. 30 min at 60 °C. After deriva-
tization, the tubes were left to cool at room temperature for
ca. 5 min and hexane (3 mL) was added to the samples. The
mixtures were vortexed for ca. 5s and then evaporated at
507C. The final extract was reconstituted in 50 L isooctane
and then transferred into a conical vial for injection into the
GC/MS system.

3.2.5. Analysis by GC/MS

The GC/MS system for the analysis of DHEA, 5-diol,
4-dione, testo and DHT uses a 50% phenyl-methyl polysilox-
ane (DB-17HT) capillary column (30 m x 0.25 mm internal
diameter, 0.15 pm film thickness) with helium as the car-
rier gas. The analytes and IS were detected using a HP5973
quadrupole mass spectrometer equipped with a chemical ion-
ization source.

3.3. Analysis of the conjugated steroids—ADT-G,
3a-diol-3G and 3a-diol-17G: preparation of calibration
curve of standard samples

ADT-G, 3a-diol-3G and 3a-diol-17G were analyzed by
a LC/MS/MS method using TurbolonSpray. On each day of
analysis, calibration standards ranging from 2 to 200 ng/mL
for ADT-G and from 0.50 to 50 ng/mL for 3«-diol-3G and 3~
diol-17G were prepared using a mixture of charcoal-adsorbed
serum:water (1:1:viv).

3.3.1. Extraction from hwman serum

Briefly, 500 p.L. of serum sample were transferred to each
tube. Water (500 L) was added and the tubes were then vor-
texed. A methanolic solution (100 pL) containing the deuter-
ated steroid internal standard was then added to each tube. A
solution of NaH>PQOs/citric acid buffer (1.5 mL) was added
and the tubes were vortexed again.

Samples were transferred to the C-18 SPE columns.
Each column was then washed with water and a solution
of methanol:water (50:50:v:v). The analytes of interest
were then eluted using a solution (4 mL) of methanol:water
(80:20;v:v), containing 10mM ammonium acetate. The
eluates were evaporated at 45 °C and the dried residue was
reconstituted in a solution (100pL) of methanol:water
(50:50;v:v) containing 0.01% acetic acid prior to
analysis.

3.3.2. Analysis by LC-MS/MS

The HPLC system uses a 150 mm x 4.6 mm. 4 p.m particle
size Synergy Hydro-RP column at a flow rate of 1.0 mL/min.
ADT-G. 3c-diol-3G and 3a-diol-17G are detected using
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a Sciex API 3000 triple quadrupole mass spectrometer,
equipped with TurbolonSpray ™.

3.4. Analysis of the conjugated steroid DHEA-sulfate
(DHEA-S): preparation of calibration curve standard
samples

DHEA-S was analyzed by a LC/MS/MS method using
Turbolonspray. On each day of analysis, calibration stan-

dards ranging from 0.075 to 10 pg/mL were prepared using
PBS:charcoal adsorbed serum (1:1:v:v).

3.4.1. Extraction from human serum

Briefly, 100 pLL of the serum sample was transferred to
individual tubes and 2mL of PBS buffer was added. A
methanolic solution (50 pL) containing the deuterated steroid
internal standard was then added to each tube. Samples were
transferred on Oasis HLB SPE columns and each column
was washed with water and methanol:water (10:90;v:v). The
analytes of interest were then eluted with 4 mL of methanol.
Methanol was evaporated at 35°C and the dried residue
reconstituted in 125 pL. of methanol:water (50:50;v:v) and
then filtered on 0.2 um nylon filter. Part of this solution
(20 pL) was diluted in 0.5 mL of methanol:water (50:50;v:v)
containing SmM ammonium acetate and 0.01% acetic acid
for the DHEA-S analysis.

3.4.2. Analysis by LC-MS/MS

For DHEA-S analysis, the HPLC system uses a
100 mm x 3.2mm, 5 wm particle size, Phenomenex Colum-
bus C18 column at a flow rate of 0.5 mL/min. DHEA-
S was detected using a Sciex API 300 or 3000 triple
quadrupole mass spectrometer. respectively. equipped with
Turbolonspray ™. The coefficients of variation of the steroid
assays by mass spectrometry are indicated in Table 1.

3.5. Statistical analysis

The distribution characteristics of the serum levels is pre-
sented in Table 1 for all measured androgen metabolites.
Some values are graphically presented on Figs. 2-5. For the

Table 1
Intra- and inter-assay coefficients of variation (%) for nine steroids measured
by GC-MS¥ and LC-MS/MS*X in human samples (endogenous steroids)

Steroid ng/ml Coefficient variation

Within runs Between runs
DHEAX 244 20 1.9
DHEA-§X% 593 52 63
5-diol* 0.91 95 13.1
4-dione® 0.62 3.7 42
Testo® 0.48 29 34
DHTX 0.11 3l 41
ADT-G™ 2.8 3. 37
3a-diol-3G** 0.79 103 107
3a-diol-17GY% 1.65 46 53
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Fig. 2. Lack of correlation between serum ADT-G (androsterone glu-
curonide) and testosterone concentrations in three hundred seventy-seven
(377) 55-65-year-old postmenopausal women. The Spearman correlation
coefficient value of 0.37 is indicated.
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Fig. 3. Lack of correlation between serum testosterone and ADT-G levels
in forty-seven (47} 30-35-year-old premenopausal women. The Spearman
correlation coefficient value of 0.29 is indicated.

women aged 55-65 years, the distributions of DHEA, 4-dione
and testo were fitted to lognormal distributions. However, for
5-diol. DHT. 3a-diol-3G, 3a-diol-17G. DHEA-S and ADT-
G, a normal kernel density estimate was used to represent the
distribution. For the women aged 30-35 years. distributions
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Fig. 4. Lack of correlation between serum testosterone and DHEA levels in
three hundred seventy-seven (377) 55-65-year-old postmenopausal women.
The Spearman correlation coefficient value of 0.50 is indicated.



186
8 x 1 1 1 1 I 1 1
WONEN a 1230
55.65 YEARS L
r=08
.
Z ¢ o & F
B 7 LY ° ™
u") o &
FS A s @2 0% ¢ o0 B
— A : @e !
E . .. < » : 0 o
©w 2 : . . ° =
0 ! ——————
0.0 04 0.6 03
SERUM 5-DIOL (ng/mL)
FLISONSS

Fig. 5. Correlation between serum DHEA (dehydroepiandrosterone) and
5-diol (androst-5-ene-38. [7p-diol} levels in three hundred seveaty seven
(377) 55-65-year-old postmenopausal women. The Spearman correlation
coefficient value (r) of 0.83 is indicated.

were fitted to lognormal distributions except for 3a-diol-
17G where a normal kernel density estimate was used.The
closeness of the relationship between any two circulating
androgens was estimated by the Spearman correlation coef-
ficient (Table 2).

4. Results

The serum levels of androgens as well as their precursors
and glucuronide derivatives measured by mass spectrometry
in 377 healthy postmenopausal women aged 55-65 years are
shown in Table 2. For comparison, the values found in normal
cycling 30-35-vear-old women are shown in the same table.

As can be seen in Fig. 2 and Table 3, no useful correlation
is found between serum testosterone and ADT-G (r=0.37).
this metabolite accounting by itself for 93% of the oblig-
atory metabolites of androgen elimination. An even lower
correlation is observed between serum testosterone and the
serum levels of the two other androgen glucuronides. namely
3a-diol-3G (androstane-3a, 17B-diol-3G) (r=0.27) and 3a-
diol-17G (r=0.22) (Table 3). A similar lack of correlation
between testosterone and ADT-G (r=0.29) is seen in normal
cycling 30-to 35-year-old women (Fig. 3). A somewhat better
but still poor correlation is observed between serum testos-
terone and DHEA, the main source of androgens in women.
with a r-value of 0.50 (Fig. 4) or between DHEA and ADT-G
with a r-value of 0.65 (Table 3).

In fact, testosterone is, among all the steroids measured,
the one showing the lowest correlation with the three glu-
curonide derivatives of androgens. Such data suggest that
variable rates of secretion of testosterone by the ovary and/or
adrenal could be responsible for the lack of correlation of
ADT-G and 3a-diol-G with serum testosterone which is the
sum of testosterone of ovarian and adrenal origins secreted
directly into the blood plus the testosterone diffusing from
the peripheral tissues following peripheral transformation of
DHEA into androgens (Fig. 1). It is also possible that the
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Table 3

Spearman correlation coefficieats (1) for serum steroid levels in postmenopausal women aged 5565 years as well as in normal cycling women aged 30-35

years

Status Steroid

DHEA 5-Diol 4-Dione Testo DHT DHEA-S ADT-G 3G 17G

55-63-year-old postmenopausal women (n=377)
DHEA 1.00 0.83 0.79 0.50 0.65 0.77 0.65 0.52 0.47
5-Diol 0.83 1.00 061 053 0.70 0.77 0.57 0.50 046
4-Dione 0.79 0.61 1.00 0.56 049 0.52 051 0.43 039
Testo 0.50 0.53 0.56 1.00 0.56 041 037 027 0.22
DHT 0.65 0.70 049 056 1.00 0.65 0.59 0.46 042
DHEA-S 0.77 0.77 0.52 041 0.65 1.00 0.62 0.55 0.45
ADT-G 0.65 057 051 037 059 0.62 1.00 0.71 0.59
3G 0.52 0.50 043 027 046 055 0.71 1.00 0.63
17G 047 0.46 039 022 042 045 0.59 0.63 100

30-35-year-old premenopausal womea (2=47)
DHEA 1.00 0.89 0.70 046 043 061 055 0.55 044
5-Diol 0.89 1.00 0.65 0.62 0.60 0.66 046 0.46 039
4-Dione 0.70 0.65 1.00 0.73 047 0.54 044 0.55 0.60
Testo 0.46 0.62 073 1.00 0.65 044 0.29 0.38 045
DHT 0.43 0.60 047 0.65 1.00 043 0.44 035 0.39
DHEA-S 0.61 0.66 054 044 043 1.00 047 0.50 046
ADT-G 0.55 046 044 0.29 044 047 1.00 0.80 0.70
3G 0.55 046 055 038 035 050 0.80 1.00 0.73
17G 0.44 039 0.60 045 0.39 046 0.70 0.73 .00

peripheral tissue-made testosterone that diffuses at a low [evel
into the circulation could be highly variable and explain,
at least partially, the lack of correlation with serum andro-
gen glucuronides. Better correlations are observed. how-
ever, between serum DHEA and its 17a-reduced metabo-
lite androstenediol (5-diol) (r=0.83) (Fig. 5), DHEA and
androstenedione (r=0.79) as well as between DHEA and its
sulphated metabolite DHEA-S (r=0.77) (Table 2).

5. Discussion

While one would ideally like to know the level of andro-
genic activity in each specific tissue, such a direct measure-
ment of the intratissular concentration of the active androgens
is not possible in the human except under exceptional cir-
cumstances such as in samples of tissue obtained at surgery
[21-23]. However, while not permitting the assessment of
androgenic activity in specific tissues, measurement of the
glucuronide derivatives of ADT and 3a-diol by validated
mass spectrometry techniques permits a precise measure of
the total pool of androgens in the whole organism. In fact.
it is now well established that uridine glucurunosyl trans-
ferase 2 B7 (UGT 2 B7), UGT 2 BI15 and UGT 2 BI17
are the three enzymes responsible for the glucuronidation
of all androgens and their metabolites in the human [24].
This recent completion of the identification and characteri-
zation of all the human UDP-glucuronosyl transferases now
makes possible the use of the glucuronide derivatives of
androgens as markers of the total pool of androgens in both
women and men. ADT-S is also a metabolite excreted in
large amounts but this steroid is exclusively of adrenal origin

and does not reflect androgenic activity in peripheral tissues
[25].

It is thus remarkable that man, in addition to possess-
ing very sophisticated endocrine and paracrine systems, has
largely vested in sex steroid formation in peripheral tissues
[14-16,22.23]. The level of transformation of the adrenal
precursor steroid DHEA into androgens and/or estrogens
in peripheral target tissues thus depends upon the level of
expression of the various steroidogenic enzymes in each cell
of each tissue [1,14]. This situation of a high secretion rate
of adrenal precursor sex steroids by the adrenals in men and
women is thus completely different from all animal models
used in the laboratory, namely rats, mice. guinea pigs, and all
others (except monkeys), where the secretion of sex steroids
takes place exclusively in the gonads and the adrenals do not
secrete significant amounts of DHEA [23].

The classical concept of androgen and estrogen secretion
in women assumed that all sex steroids had to be transported
by the general circulation following secretion by the ovaries
before reaching the target tissues. According to this classical
concept, it was erroneously believed that the active steroids
could be measured directly in the blood, thus providing a
potentially easily accessible measure of the general exposure
to sex steroids. In fact, this concept is valid only for the ani-
mal species lower than primates but it does not apply to the
human, especially in postmenopausal women where all estro-
gens and almost all androgens are made locally from DHEA
in the peripheral tissues which possess the enzymes required
to synthesize the physiologically required active sex steroids.
Such a local biosynthesis and action of androgens in target
tissues eliminates the exposure of other tissues to androgens
and thus minimizes the risks of undesirable masculinizing or
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other androgen-related side effects [23]. The same applies
to estrogens, although a reliable parameter of total estro-
gen secretion (comparable to the glucuronides identified for
androgens) has yet to be determined. Although a fraction of
androgens are aromatized to estrogens, the lack of sufficient
information on the identity of the metabolites does not permit
to make a sufficiently complete analysis of their metabolism
at this time.

The present data show that the most practical and prob-
ably only valid means of assessing androgenic activity in
women is to measure ADT-G, the metabolite that accounts
for 93% of the total androgen glucuronide derivatives, by
a validated liquid chromatography tandem mass spectrome-
try (LC-MS/MS) technique, thus replacing measurement of
serum testosterone. This strategy should identify the cases
of true androgen deficiency, thus offering the possibility
to prescribe an appropriate androgen therapy or prevention
regimen.
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Abstract

The marked decline in serum dehydroepiandrosterone (DHEA) with age is believed to play a role in heaith problems associated with aging.
these health issues being potentially preventable or reversible by the exogenous administration of DHEA.

In the present study, liquid chromatography/mass spectrometry/mass spectrometry (LC/MS/MS) and gas chromatrography/mass spectrom-
etry (GC/MS) were used to measure the serum levels of DHEA and 11 of its metabolites in seventy-five 60-65-year-old Caucasian women
who received 3 g of 0.1%, 0.3%. 1.0% or 2.0% DHEA cream or placebo applied twice daily on the face, upper chest, arms and legs. The serum
levels of DHEA increased 574% over control at the 2.0% DHEA dose while the sum of the androgen metabolites androsterone glucuronide
(ADT-G), 3a-androstenediol-3G (3a-diol-3G) and 3a-diol-17G increased by only 2314%. On the other hand, serum testosterone and dihy-
drosterone were increased by 192% and 275%. respectively, above basal levels compared to 139% and 158% for estrone and estradiol. Such
data show that the transformation of exogenous DHEA in postmenopausal women is preferentially into androgens rather than into estrogens.
On the other hand, the present data indicate that serum DHEA measurements following DHEA supplementation in postmenopausal women
are an overestimate of the formation of active androgens and estrogens and suggest a decreased efficiency of transformation of DHEA into
androgens and estrogens with aging.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Menopause: Intracrinology: Sex steroids: Androgens; Estrogens: DHEA: Androsterone glucuronide: Androstanediol glucuronide: Percutaneous;
Steroid assays: Mass spectrometry

1. Introduction exclusive sources of androgens and estrogens in lower mam-
mals [8]. the sitvation is very different in man and higher
It is remarkable that man, in addition to possessing very primates [9,10], where active sex steroids are in large part
sophisticated endocrine and paracrine systems for steroids or wholly synthesized locally in peripheral tissues from the
has largely vested in sex steroid formation in peripheral precursor dehydroepiandrosterone (DHEA). thus providing
tissues [1-7]. In fact, while the ovaries and testes are the target tissues with the appropriate controls to adjust the for-
mation and metabolism of sex steroids according to local
m—ponding author at: Oncology and Molecular Endocrinology s CHENG >
1 e =) : 2 : The marked reduction in the formation of DHEA by the
Research Center, Laval University Medical Center (CHUL). 2703. Laurier Z A : Z 2
Boulevard. Québec City, Québec G1V 4G2, Canada. Tel.: +1 418 654 2704; adrenals during aging [11-15] results in a dramatic fall in
fax: +1 418 654 2735. the formation of androgens and estrogens in peripheral target
E-mail address: fernand.labrie@crchul.ulaval.ca (F. Labrie). tissues, a situation believed to be associated with age-related
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health problems such as insulin resistance [16,17] and obesity
[18-20]. On the other hand, much attention has been given
to the benefits of DHEA administered to postmenopausal
women, especially on the bone, skin, muscle, vaginum, adi-
pose tissue, insulin resistance and well being after oral and
percutaneous administration [4.21-23].

Following cessation of estrogen secretion by the ovaries in
postmenopausal women, all estrogens and almost all andro-
gens are made locally from DHEA in the peripheral target
tissues with minimal diffusion of the active steroids outside
these tissues. Consequently, when one desires to have access
to markers of total sex steroid activity. it becomes essen-
tial to measure the steroid metabolites which represent the
obligatory exit route of all steroids and are measurable in
the circulation. For the androgens, it is now well established
that uridine glucuronosyl transferase 2B7 (UGT 2B7), UGT
2B15 and UGT 2B17 are the three enzymes responsible for
the glucuronidation of all androgens and their metabolites
in the human [24]. This recent completion of the identifica-
tion and characterization of all the human UDP-glucuronosyl
transferases makes possible the use of the glucuronide deriva-
tives of androgens as markers of total androgenic activity in
both women and men.

Since, as mentioned above, DHEA is believed to play
an important role against various problems associated with
menopause and aging, it was felt important to investigate in
detail the metabolism of various doses of DHEA administered
percutaneously. This route of administration was chosen in
order to avoid the first passage of DHEA through the liver.
Liquid chromatography/mass spectrometry/mass spectrom-
etry (LC/MS/MS) and gas chromatography/mass spectrom-
etry (GC/MS) were used to measure nine androgens, their
precursors and metabolites as well as estrone (El), 178-
estradiol (E2) and El-sulfate (E1-S) in five groups of 15
postmenopausal women who received 3.0 g of 0.1%, 0.3%,
1.0% or 2.0% DHEA or placebo cream applied on the skin,
twice daily.

2. Subjects

Seventy-five (75) healthy postmenopausal Caucasian
women aged 6065 years participated in this study after
IRB approval and having given written informed consent.
No subject had taken hormone replacement therapy during
the previous 6 months. No subject was suffering from an
endocrine disorder, and none was under treatment with lipid-
or glucose-lowering agents. There was no active or history of
thromboembolic disease, significant metabolic or endocrine
disease and no clinically significant gastrointestinal, liver or
gallbladder disease. There was no migraine and no diabetes
mellitus not controlled by conventional therapy. There was
no corticosteroid treatment within 6 weeks of study entry
as well as treatment with B-carotenoid, retinoic acid, hydro-
quinone. a-hydroxyacid (including inhaled, topical or oral).
There was no hypertension equal to or above 160/95 mmHg

or not controlled by standard therapy as well as no confirmed
clinically significant depression or confirmed severe psychi-
atric disturbance.

There was no administration of any investigational drug
within 30 days of screening visit or previous treatment with
androgens or anabolic steroids within 6 months prior to the
screening visit. There was no exposure to or use of antide-
pressants, antipsychotics, or analgesics, within 30 days prior
to enrollment. Smoking any number of cigarettes was an
exclusion criteria. There was no former or present narcotic
addiction or alcoholism. The body weight ranged between
18.5 and 29.9 of ideal body weight according to body mass
index (BMI). There was no hepatic or renal impairment or
condition known to affect drug or steroid metabolism. All
subjects had a medical history. complete physical exami-
nation, serum biochemistry as well as complete blood and
urinalysis.

Each subject was randomly assigned to one of the
five treatment groups namely placebo, 0.1% DHEA, 0.3%
DHEA, 1% DHEA and 2.0% DHEA. Daily, before breakfast,
and after supper, for 13 weeks, subjects received 3.0 ml of one
of the five emulsions. All subjects were instructed to apply
the study treatment twice daily (in the morning between 6:00
and 9:30 h and in the evening between 18:00 and 21:30 h)
during 13 weeks. The first application of the study treatment
was carried out at the investigational site where instructions
were provided to the subjects on how to apply the topical
emulsion. Three hundred microliters (0.3 mi) of the emul-
sion were applied on the forehead including 2 cm past the hair
line, 0.3 ml on the face (right side), 0.3 ml each on the back
of right and left arms, 0.3 ml each on the external face of the
right and left legs for a total dose of 3.0 ml of DHEA emulsion
twice daily. For each woman, blood sampling was performed
at the same time in the morning (=10 min) throughout the
study, with the exception of the blood sample collected at
screening visit, which was taken in the morning or after-
noon up to 3 weeks prior to study initiation (day 1). On day
| of the study, blood sampling was performed within 2h
prior to the first application of placebo or DHEA creams.
The application of the cream was performed after blood
sampling.

3. Materials and methods

3.1. Quantitation of steroids in human serum: hiwnan
blood sample collection for measurement of DHEA and
related steroids

The serum steroid levels of DHEA, DHEA-S, androst-5-
ene-3B,173-diol (5-diol), testosterone, androstenedione (4-
dione), dihydrotestosterone (DHT), androsterone, estrone
(E1), 178-estradiol (E2), El-sulfate (EI-S), andros-
terone glucuronide (ADT-G), androstane-3a,17B-diol-3-
glucuronide (3a-diol-G) and 3a-diol-17G were measured
by mass spectrometry at the Laboratory of Molecular
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Endocrinology and Oncology, CHUL Research Center
(Research Center of Le Centre Hospitalier de I'Université
Laval).

3.2. Analysis of non-conjugated steroids

3.2.1. Preparation of calibration curve of standard
samples and extraction of steroids from hwnan serum

DHEA, 5-diol, 4-dione, testo, and DHT are analyzed by
GC/MS. On each day of analysis, calibration standards rang-
ing from 0.2 to 20 ng/ml for DHEA and 5-diol, from 0.05 to
10 ng/ml for4-dione and testo, from 0.02 to 4 ng/ml for DHT,
from 8.00 to 400 pg/ml for E1 and from 2.00 to 400 pg/mi for
E2, are prepared using charcoal-adsorbed human serum.

For the extraction of steroids, 500 pl of a 0.5 M sodium
acetate solution is added to each tube (1.0 ml for calibration
standards). A methanolic solution (50 p.l), containing a mix-
ture of deuterated steroid internal standards, is then added to
each tube. Aliquots of 0.75 ml of study samples (0.25 ml for
calibration standards) are added and tubes are vortexed for
ca. | min.

1-Chlorobutane (3ml) is then added to each tube and
mixed. After centrifugation, the organic extracts are col-
lected and purified on LC-Si SPE columns. Columns and
the adsorbed material are washed with ethy! acetate:hexane
(ca. 6ml: 1:9, viv). The analytes of interest are then eluted
using 4 ml ethyl acetate:hexane (50:50, v:v) which is evap-
orated at 50°C. The dried residue is reconstituted in 0.5 ml
ethyl acetate and vortexed for ca. 15s.

An aliquot of 100 pl is transferred to a glass tube for the
assay of 4-dione and the remaining extract is kept in the tube
for the assay of DHEA, 5-diol, testo, DHT, El and E2. Both
extracts are evaporated at 50 °C.

3.2.2. Derivatization of DHEA, 5-diol, testo, DHT, EI
and E2

Pentafluorobenzoylchloride in ethyl acetate (50 pl; 1710,
w/v) and pyridine in ethyl acetate (500 pl; 1:99, v:v) are
added to the dried residue of DHEA, 5-diol, testo and DHT
and the samples are incubated for ca. 30 min at 60 °C. After
evaporation of the reagent mixture, a solution of 0.5M
NaHCOs (1.0 ml) is added to the tubes, which are then left
to react for I3 min at room temperature. Hexane (2ml) is
then added to the tubes, which are vortexed for ca. 2 min and
left at room temperature for ca. 10 min. The organic phase
is evaporated at 50 °C and the final extract reconstituted in
50 p.! isooctane and then transferred into a conical vial for
injection into the GC/MS.

3.2.3. Derivatization of 4-dione

A solution of 1 mg pentafluorobenzylhydroxylamine/mL
pyridine (100 pl) is added to the 4-dione extract and the
tubes are incubated for ca. 30 min at 60°C. After derivati-
zation, the tubes are left to cool at room temperature for ca.
S min and hexane (3 ml) is added to the samples. The mix-
tures are vortexed for ca. 5s and then evaporated at 50°C.

201

The final extract is reconstituted in 50 pl isooctane and then
transferred into a conical vial for injection into the GC/MS
system.

3.2.4. Analysis by GC/MS

The GC/MS system for the analysis of DHEA, 5-diol,
4-dione, testo, DHT, El and E2 uses a 50% phenyl-methyl
polysiloxane (DB-17HT) capillary column (30 m x 0.25 mm
internal diameter, 0.15 pm film thickness) with helium as the
carrier gas. The analytes and IS are detected using a HP5973
guadrupole mass spectrometer equipped with a chemical ion-
ization source.

3.3. Analysis of the conjugated steroids—ADT-G,
3a-diol-3G and 3a-diol-17G

3.3.1. Preparation of calibration curve of standard
samples and extraction from human serum

ADT-G, 3a-diol-3G and 3«-diol-17G are analyzed by a
LC/MS/MS method using TurbolonSpray. On each day of
analysis, calibration standards ranging from 2 to 200 ng/ml
for ADT-G and from 0.50 to 50 ng/ml for 3a-diol-3G and 3~
diol-17G are prepared using a mixture of charcoal-adsorbed
serum:water (1:1, viv).

For extraction from serum, 500 pl of serum sample is
transferred to each tube. Water (500 p.1) is added and the tubes
are then vortexed. A methanolic solution (100 p.l) containing
the deuterated steroid internal standard is then added to each
tube. A solution of NaH2POgy/citric acid buffer (1.5ml) is
added and the tubes are vortexed again.

Samples are transferred to the C-18 SPE columns. Each
column is then washed with water and a solution of
methanol:water (50:50, v:v). The analytes of interest are then
eluted using a solution (4 ml) of methanol:water (80:20, v:v),
containing 10 mM ammonium acetate. The eluates are evap-
orated at 45°C and the dried residue is reconstituted in a
solution (100 1) of methanol:water (50:50, v:v) containing
0.01% acetic acid prior to analysis.

3.3.2. Analysis by LC/MS/MS

The HPLC system uses a 150mm x4.6mm, 4-pm
particle size Synergy Hydro-RP column at a flow rate
of 1.Oml/min. ADT-G, 3a-diol-3G and 3a-diol-17G are
detected using a Sciex API 3000 triple quadrupole mass spec-
trometer, equipped with TurbolonSpray ™.

3.4. Analysis of the conjugated steroids DHEA-sulfate
(DHEA-S) and EI-S

3.4.1. Preparation of calibration curve standard
samples and extraction from human serum

DHEA-S and E1-S are analyzed by a LC/MS/MS method
using Turbolonspray. On each day of analysis, calibration
standards ranging from 0.075 to 10 pg/ml for DHEA-S
and from 0.075 to 10ng/ml for E1-S are prepared using
PBS:charcoal adsorbed serum (I:1. v:v).
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For extraction from serum, 100 pl of the serum sample
is transferred to individual tubes and 2 ml of PBS buffer is
added. A methanolic solution (50 p.l) containing the deuter-
ated steroid internal standard is then added to each tube.
Samples are transferred on Oasis HLB SPE columns and each
column is washed with water and methanol:water (10:90,
v:v). The analytes of interest are then eluted with 4 ml of
methanol. Methanol is evaporated at 35°C and the dried
residue reconstituted in 125 pl of methanol:water (50:50, v:v)
and then filtered on 0.2 pm nylon filter. Part of this solution
(20 1) is diluted in 0.5 ml of methanol:water (50:50, v:v)
containing 5 mM ammonium acetate and 0.01% acetic acid
for the DHEA-S analysis. The remaining part is used directly
for E1-S analysis.

3.4.2. Analysis by LC/MS/MS

For DHEA-S analysis, the HPLC system usesa 100 x 3.2-
mm, 5-pm particle size, Phenomenex Columbus C18 column
at a flow rate of 0.5 ml/min. DHEA-S is detected using a
Sciex API 300 or API 3000 triple quadrupole mass spec-
trometer equipped with Turbolonspray™. For EI-S anal-
ysis, the HPLC system uses a 100 x 4.6 mm, 35 pm par-
ticle size Phenomenex Luna CI8 column at a flow rate of
[.0mU/min. E1-S is detected using a Sciex API 365 or API
3000 triple quadrupole mass spectrometer, equipped with
Turbolonspray.

3.4.3. Coefficients of variation of steroid assays by mass
spectrometry

The intra- and inter-assay coefficients of variation are indi-
cated on Table 1.

3.4.4. Statistical analysis

The means and standard errors (S.E.M.) of serum con-
centrations were calculated for each group and timepoints
(Figs. 2 and 3). Since the serum concentrations of most of
steroids had reached a plateau at | week, the values obtained

Table 1
Intra- and inter-assay coefficients of variation (%) for 12 steroids measured
by GC/MS and LC-MS/MS in human samples (endogenous steroids)

Steroid ng/ml

Coefficient of variation

Within runs Between runs

DHEA* 244 20 19
DHEA-S? 593 52 63
5-Diol* 091 9.5 13.1
4-Dione* 0.62 37 42
Testo® 048 29 34
DHT? 0.11 31 41
ADT-G? 228 31 37
Ja-Diol-3G* 079 103 107
Ja-Diol-17G? 1.65 46 53
El? 60.8 13 18
E2 192 15 37
El-SP 279 45 6.0

2 GCMS.

b LC-MS/MS.
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in each woman at 1 week and after were considered as repli-
cates after treatment. A paired f-test was applied by pairing
these replicates with the mean of two basal values (screening
and day 1) for each subject. The p values were corrected by
the Bonferroni formula to take account of the multiple sta-
tistical tests. The mean serum values and 5th to 95th centiles
in 47 normal cycling premenopausal women 30-35 years old
are provided to illustrate normal ranges observed in normal
young women.

4. Results

In order to better visualize the effect of DHEA adminis-
tration on the serum levels of DHEA and 11 steroids derived
from DHEA. Fig. | illustrates the pathways of transformation
of DHEA into its multiple metabolites, including testos-
terone, DHT and the glucuronide derivatives of androgens
which are the main parameters under investigation in the
present study (Fig. 1).

As illustrated in Figs. 2 and 3, serum DHEA as well
as all its metabolites have already reached maximal values
1 week following twice daily administration of 3 g of the
DHEA cream at all doses. With 15 subjects in each group
on day 1, there were 13-15 subjects per group at week 13
for the 0%, 0.1% and 0.3% DHEA creams while there were
10 and 3 subjects remaining for the 1.0% and 2.0% DHEA
creams, respectively. In these two groups, 5 and 10 women,
respectively, were stopped at 8 weeks for serum levels of
DHEA above 11 ng/ml. Since the women having the highest
serum DHEA values were those stopped at week 8, the val-
ues obtained at week 13 for the remaining women were not
retained in the calculation in order to avoid bias.

Since the serum concentration of most steroids had
reached a plateau at 1 week, the values obtained at 1, 2, 4,
8 and 13 weeks were pooled for the 0.1% and 0.3% creams
while values obtained at 1, 2, 4 and 8 weeks were pooled
for the 1.0% and 2.0% creams. These pooled values were
compared to basal values as well as to the values found in
47 normal cycling premenopausal women of 30-35 years of
age (Figs. 4 and 5). This analysis is important in order to
compare the concentrations achieved following treatment of
postmenopausal women with the various concentrations of
the DHEA creams with the serum concentrations of the same
steroids observed in normal young women.

From a baseline value measured at .80+ 0.10ng/ml,
serum DHEA increased to 2.23 £0.17 ng/ml (p<0.005),
4.07£0.37ng/ml (p<0.01), 7.91 £0.41 ng/ml (p<0.01),
and 12.13+1.28ng/ml (p<0.01) at the doses of 0.1%,
0.3%, 1.0% and 2.0% DHEA, respectively for an increase
of 574% over control at the highest dose (Table 2).
These values are to be compared with serum DHEA con-
centrations of 4.47+0.32ng/ml in 30-35 year-old pre-
menopausal women with 5th and 95th centile values of
1.53 and 9.14 ng/ml. respectively (Fig. 4A). Serum DHEA-
S. on the other hand. increased from 502 +28 to 1232+



182

FE. Labrie et al. / Journal of Stervid Biochemisiry & Molecular Biology 103 (2007) 178-188

DHEA-S 5-DIOL-FA 5-DIOL-S A\
‘
Sulfaianj StoroidFA \ / /
Sulfotransferase &
BHER 17§ HSD-1 ~ @ . Estrogenic
178 HSD-2 gﬁk . response
38 HSD-1 17p HSD- 4 lspuso-i ’
. Androgenic
17f HSD-3, 5,13 3
4-DIONE T8 o2 TESTO \\ § o
Sa reductase-1 5a reductase-1 y
Sa reductase-2 hM Q
178 HSD-3,5,13 4
Aromatase .
A-DIONE <—75Ts02 ﬁ‘
3aHSD-1 |MRoDH-1 -;:'m" RoDH-1
173 HSD-7 3aHSD-3 || (3a HSD-4) o UGT2B28
3(c = B)-HSE {| 3p HSD-1 175 HSD-3,5,13
ADT =———————— 35.DIOL 3u-DIOL-G
3{c -» B)-HSE 178 HSD-2 Ia ) ADT-G
178 _HSD-3, 5, 13 ADT-S
epi-ADT T I 3p-DIOL —=——p | 3f-Diol-5
5 E1'G
| UGTIAY E,G
178 HSD1,7,12  ~_
178 HSD-2 Elimination
178 HSD4 of steroids
Sulfatase
transferase
516

F1L140A06 14

Fig. 1. Human steroidogenic and steroid-inactivating enzymes in peripheral intracrine tissues.

147 ng/ml at the highest dose (145% increase over control
(Fig. 4B)).

As illustrated in Fig. 4C, serum 5-diol followed a pat-
tern comparable to DHEA with a progressive increase from
0.22 £ 0.01 to 1.67 £ 0.16 ng/ml with the 2.0% DHEA cream
(659% increase over control). Serum 4-dione, on the other
hand, showed a progressive increase somewhat compara-
ble to that of DHEA-S going from 0.36 £0.02 at base-

Table 2
Baseline and 2.0% DHEA cream stimulated serum levels of DHEA and its
11 metabolites

Steroid Baseline 2.0% DHEA % increase over
cream control

DHEA 1.80 + 0.10% 12,13 £ 1.28 574
DHEA-S 502 + 28 1232 + 147 145
5-Diol 0.22 + 0.012 1.67 £ 0.16 659
4-Dione 0.36 + 0.022 0.87 £ 0.05 142
Testo 0.13 £ 0.01* 038 + 0.04 192
DHT 0.04 £ 0.0022 015 £ 0.02 275
ADT-G 13.60 + 1.05* 4390 + 347 23
3e-Diol-3G 0.56 + 0.05* 221 £021 295
3a-Diol-17G 0.47 + 0.05* 236 +£0.26 402
El-sulfate 232 +23° s4E110 134
17-Estradiol 3.53 £ 0300 912+ 1.20 158
El 17.58 £ 1.22% 4209 + 696 139

* ng/ml.

® pg/ml.
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line to 0.87 £0.05 ng/ml (142% increase over control) at
the highest dose (Fig. 4D). The serum concentration of 4-
dione remained well within the range of concentrations found
in normal young women having an average of 0.96ng+
0.05 ng/ml and values of 0.45-1.64ng/ml for the 5th and
95th centiles, respectively, a finding analogous to DHEA-S
(Fig. 4B).

Testosterone, on the other hand, increased from a base-
line of 0.13 £ 0.01 t0 0.38 £ 0.04 ng/ml (192% increase over
baseline) at the highest DHEA dose while the 5th to 95th cen-
tiles in young women are 0.06 and 0.31 ng/ml, respectively
(Fig. 4E). Serum DHT follows a pattern comparable to that of
testo with an increase from 0.04 £ 0.002to 0.15 £ 0.02 ng/ml
with the 2.0% DHEA cream. for a maximal 275% increase
over baseline (Fig. 4F).

As observed for DHEA, 5-diol, 4-dione, testo and DHT,
the three glucuronide derivatives accounting for all the elim-
ination products of androgens were progressively increased
with increasing doses (Fig. SA—C). The maximal increase for
the ADT-G, 3a-diol-3G and 3a-diol-17G are 223%, 295%
and 402% over baseline, respectively (Table 2).

Serum estrone (E1). on the other hand, increased from a
baseline of 17.58 =1.22 to 42.09 £ 6.96 pg/ml at the high-
est dose (139% over baseline) (Fig. 5D). Serum estradiol
(E2) followed a comparable pattern with the first significant
increase being seen at the 0.3% DHEA cream concentra-
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Fig. 2. Serum levels of (A) dehydroepiandrosterone (DHEA), (B) dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S), (C) androst-5-ene-38,178-diol (5-DIOL), (12)
androstenedione (4-DIONE), (E) testosterone (TESTO) and (F) dihydrotestosterone (DHT) in 55-65 year-old post-menopausal women following twice daily
percutancous application of placebo emulsion (C) or 0. 15:((), 0.3% {A). 1.0% (M-) or 2.0% (@) DHEA emulsion for up to I3 weeks. Data are expressed as

means £ S.EM. (a=13-15).

tion. The serum E2 levels increased from 3.53 +0.30 pg/ml
(baseline) to 6.07 £0.82 and 9.12+ 1.20 pg/ml at the 1.0%
and 2.0% DHEA concentrations, respectively (Fig. 5E) for
a 158% increase over control at the highest dose. It can be
seen that serum E1-S follows a pattern almost identical to El
and E2 with a maximal 134% increase over control from a
baseline of 232 + 23 pg/ml to 544 £ 110 pg/ml at the highest
DHEA dose.

5. Discussion

The present study is the first one to measure by GC/MS
and LC/MS/MS, the best available technology, the changes

in serum steroid levels induced by the exogeneous admin-
istration of DHEA in the human. Since DHEA has been
administered percutaneously, thus avoiding the high level
of metabolism which accompanies the first pass through the
liver at the higher and transient DHEA concentrations seen
after oral administration, the present results should closely
mimic the physiological metabolism of endogenous DHEA
secreted by the adrenals.

A first interesting observation is that the 574% increase
over basal levels of the serum DHEA concentration observed
with the 2.0% DHEA cream is not accompanied by the
same amplitude of changes in the serum levels of any other
steroid (except 5-diol), including the glucuronide metabo-
lites of androgens (Fig. 6, Table 2). Such data suggest

204



184 F. Labrie et al. / Journal of Stervid Biochemistry & Molecular Biology 103 (2007) 178-188

70 - A- ADT-G 35 -
60 3.0

2.5

20+

(ng/ml)

1.5

1.0

B- 3u-Diol-3G 4.0 -

C- 3u-Diol-17G

3.6

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5 0.5
0.0 +—rT1—7 T 1 00 T T T 1
012 4 8 13 012 4 8 13
e D-E¢ - E-E2 — F-ES

(pg/ml)

WEEKS OF TREATMENT

C170805-28

Fig. 3. Serum levels of (A) androsterone glucuronide (ADT-G). (B) androstane-3a. 178-diol 3-glucuronide (3a-DIOL-3G), (C) androstane-3a, 178-diol 17-
glucuronide (3e-DIOL-17G). (D) estrone (Ej), (E) estradiol (Ez) and (F) estrone sulfate (E;-S) in 55-65-year-old post-menopausal women following twice
daily percutaneous application of placebo emulsion (CJ) or 0.1%(O), 0.3% (A). 1.0% (W) or 2.0% (@) DHEA emulsion for 13 weeks. Data are expressed as

means £ S EM. (n=13-15).

that, at least in postmenopausal women, the serum DHEA
concentrations measured after DHEA administration are a
significant overestimate of the effect of DHEA on the cir-
culating levels of the active androgens (Table 2). In fact,
the 574% increase over control of serum DHEA leads to
only 192% and 275% increases of serum testo and DHT,
respectively. More significantly, since all androgens are elim-
inated from the organism as the glucuronide derivatives of
ADT and 3e-diol that must necessarily pass through the
circulation, the 574% increase in serum DHEA leads to
only a 231% increase in the sum of the serum levels of
ADT-G. 3a-diol-3G and 3a-diol-17G (Table 2), thus indi-
cating that a 574% increase in serum DHEA translates

only to a 231% increase in the total formation of andro-
gens. Such data indicate that the efficacy of transformation
of exogenous 2.0% DHEA cream into androgens is only
40% compared to the efficacy of the enzymatic machinery
under basal conditions (Figs. 6 and 7). Taking the effi-
cacy of transformation of DHEA under basal conditions
as 100%, the efficacy observed with the 0.3% and 1.0%
creams decreases to 79% and 72%, respectively, to reach,
as mentioned above, only 40% with the 2.0% DHEA cream
(Figs. 6 and 7).

The apparent saturation of the enzymatic process is best
illustrated in Fig. 6 showing a complete saturation of the for-
mation of androgen metabolites at 7.9 ng DHEA/ml. This
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indicated (dashed lines). "p<0.05, " p<0.01, experimental vs. baseline values.

figure shows that this saturation value of serum DHEA is
close to but still below the 95th centile of the serum DHEA
concentration observed in control postmenopausal women,
namely 9.1 ng/ml, Such data suggest that the administra-
tion of DHEA to postmenopausal women can lead to high
serum levels of the steroid precursor DHEA which is not
automatically transformed into active androgens due to a lim-
iting factor in the enzymatic machinery leading to androgen
formation.

It is also of interest to see in Table 2 that the transforma-
tion of exogenous DHEA into estrogens is even inferior to the
transformation into androgens. Thus, at the highest DHEA
concentration used, serum E1 and E2 increased by 139% and
158% over baseline, respectively, while serum testosterone
and DHT increased by 192% and 275%, respectively. Serum
E1-S, on the other hand, increased only 134% over control
under the same conditions while, the sum of the androgen
metabolites increased by 231%. It is thus quite clear from
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Fig. 5. Serum levels of (A) ADT-G. (B) 3a-DIOL-3G. (C) 3a-DIOL-17G. (D) E;. (E) E; and (F) E;-S measured up to week 13 following percutaneous
administration of 0.1%, 0.3%, 1.0% or 2.0% DHEA emulsion in 55-65-year-old post-menopausal women. Data are expressed as means = S.E.M. Serum steroid
levels measured in 30-35 year-old premenopausal women are added as reference. Data are expressed as mean (n=47) while the 5th and 95th centiles are
indicated (dashed lines). "p <0.05. ""p<0.01, experimental versus baseline values.

the present data that DHEA is preferentially transformed
into androgens rather than into estrogens in postmenopausal
women.

It should be mentioned that in 30-35-year-old pre-
menopausal women, the average serum DHEA concentration
of 4.47 ng/ml is accompanied by total serum levels of ADT-
G. 3a-diol-3G and 3«-diol-17G of 42.85 £ 15.68 with values
of 12.7 ng/ml and 123.6 ng/ml for the 5th and 95th centiles,
respectively (unpublished data). Thus. under basal condi-
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tions, DHEA is transformed into the glucuronide derivatives
of androgens with a similar efficacy in both premenopausal
30-35-year-old women (unpublished data) and in 60-65
year-old postmenopausal women of the present study. In fact,
dividing the sum of serum ADT-G. 3a-diol-3G and 3a-diol-
17G by the serum DHEA concentration gives a value of 9.59
for premenopausal women (42.85-4.47 ng/ml) while 8.13 is
observed for postmenopausal subjects (14.63—1.80 ng/ml). It
is to be remembered that the serum concentrations of ADT-
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metabolites ADT-G, 3a-diol-3G and 3a-diol-17G expressed in ng/ml.

G, 3a-diol-3G and 3a-diol-17G represent the sum of all the
androgen metabolites released from all tissues, thus leaving
the possibility that this apparent decrease in the capacity
to metabolize DHEA with age could well not apply to all
tissues.
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Fig. 7. Efficacy of transformation of DHEA into androgen metabolites
(ADT-G + 3a-diol-3G + 3e-diol-17G) in postmenopausal women. The data
are expressed as percentage of the transformation observed under basal
serum DHEA concentrations of 1.80+0.10ng/ml taken as 100%. The
efficacy is obtained by dividing the sum of the serum levels of ADT-G.
3a-diol-3G and 3a-diol-17G by the serum DHEA levels.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: The objective of this study was to explore, for the first time, the changes in the pangenomic profile induced

Received 22 April 2008 in human skin in women treated with dehydroepiandrosterone { DHEA) applied locally.

Accepted 8 October 2008 Sixty postmenopausal women participated in this phase Il prospective, randomized, double-blind and
placebo-controlled study. Women were randomized to the twice daily local application of 0% (placebo),

Keywords: 0.3%, 1% or 2% DHEA cream. Ch inthe p »mic expression profile were studied using Affymetrix

CD(;{I:?AEQ" Genechips.

Carom Significant changes (p<0.05) in sixty-six DHEA-responsive probe sets corresponding to 52 well-

enomic profile = F 3 B £
Human skin characterized genes and 9 unknown gene sequences were identified. A dose-dependent increase in the
Microarray expression of several members of the collagen family was observed, namely COL1, COL3 and COLS as

well as the concomitant moduiation of SPARC, a gene required for the normal deposition and maturation
of collagen fibrils in the dermis. Several genes involved in the proliferation and differentiation of ker-
atinocytes were also modulated. In addition, topical DHEA reduced the expression of genes associated

with the terminal differentiation and cornification of keratinocytes.
Our results strongly suggest the possibility that DHEA could exert an anti-aging effect in the skin through
stimulation of collagen biosynthesis, improved structural organization of the dermis while modulating

keratinocyte metabolism.

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The overall changes observed in the skin during aging, including
thinning of the dermis, are likely related to a combination of intrin-
sic factors, especially changes in the hormonal status due to aging
as well as extrinsic factors, especially photodamage by ultraviolet
and infrared radiation from the sun and the influence of cigarette
smoking [1].

Humans, along with the other primates, are unique among ani-
mal species in having adrenals that secrete large amounts of the
inactive precursor steroids dehydroepiandrosterone (DHEA) and
especially DHEA-sulfate (DHEA-S), which are converted into potent
androgens andjor estrogens in peripheral tissues [2-4]. It is impor-
tant to mention that recent data have shown that women have
at least 50% as much androgens as men, the main source being

¥ C ponding author at: Lab: y of Molecular Endocrinology and Oncology,
Laval University Hospital Research Center (CRCHUL) and Laval University, Québec
City, Québec, G1V 4G2 Canada. Tel.; +1 418 654 2704; fax: +1 418 654 2735,
E-mail address: fernand.labrie@crchul.ulaval.ca (F. Labrie).

0960-0760/S - see front matter © 2008 Eisevier Ltd. All rights reserved.
doiz10.1016/j.jsbmb.2008.10.008

DHEA of adrenal origin [5]. However, serum DHEA as well as total
androgens start to decline by the age of 30 years and they have
already decreased by 60% at time of menopause [5], thus poten-
tially providing an explanation for part of the mechanisms of skin
aging. Tissue-specific treatment with DHEA appears a valuable
replacement for traditional systemic hormonal replacement ther-
apy (HRT) or estrogen replacement therapy (ERT)and thus avoid the
reported side-effects, especially the increased risk of breast cancer
[6.7].

All the steroidogenic enzymes that transform DHEA into dihy-
drotestosterone (DHT) or 17B-estradiol (E2) are present in human
skin, thus providing the enzymatic machinery necessary for the
local synthesis of sex steroids from the inactive adrenal steroid
precursor DHEA [8-10]. In fact, after cessation of estrogen secre-
tion by the ovaries at menopause, practically all sex steroids acting
in the skin are synthesized locally from DHEA [11]. DHEA has
already been shown to have beneficial effects on the skin of post-
menopausal women, especially correction of the hyposeborrheic
condition of the aged skin [12], increase of skin hydration and
thickness, and reduction of skin pigmentation [13]. Some data have
already reported an effect of DHEA on collagen synthesis and degra-
dation [14-16].
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Little is known, however, about the gene expression changes
induced by DHEA in the skin. This is the first global analysis
of the DHEA-induced changes of the skin transcriptome. This
study defines the effect of DHEA in postmenopausal women using
Affymetrix microarrays to scan the whole human genome [17,18].

2. Materials and methods
2.1. Patients and sample preparation

Sixty healthy postmenopausal Caucasian women aged 60-65
years participated in this study after IRB approval and having
given written informed consent. No subject had taken hormone
replacement therapy during the previous 6 months. No subject
was suffering from an endocrine disorder, and none was under
treatment with lipid- or glucose-lowering agents. There was no
migraine and no diabetes mellitus not controlled by conventional
therapy. There was no corticosteroid treatment within 6 weeks of
study entry as well as treatment with (3-carotenoid, retinoic acid,
hydroquinone, c-hydroxyacid (including inhaled, topical or oral).

There was no administration of any investigational drug within
30 days of screening visit or previous treatment with androgens
or anabolic steroids within 6 months prior to the screening visit.
There was no exposure to or use of antidepressants, antipsychotics,
or analgesics, within 30 days prior to enrollment.

The body weight ranged between 18.5 and 29.9 of ideal body
weight according to Body Mass Index (BMI). There was no hepatic
or renal impairment or condition known to affect drug or steroid
metabolism. All subjects had a medical history, complete physical
examination, serum biochemistry as well as complete blood and
urine analysis.

Each subject was randomly assigned to one of the four treat-
ment groups, namely placebo, 0.3% DHEA, 1% DHEA and 2.0% DHEA.
Daily, before breakfast, and after supper, for 13 weeks, subjects
received 6.0 mi of one of the four emulsions (i.e. Water-in-oil cream
containing 50% propylene glycol and 5% ethyl alcohol plus emol-
lient, emulsifying and antioxidant agents for the placebo group
and with the addition of the respective concentrations of DHEA for
the treated groups). All subjects were instructed to apply the study
treatment twice daily during 13 weeks, as previously described [5].

Two biopsies were obtained from the thigh of each patient, one
before and the second one after treatment. The biopsies were done
on the external face of the thighs 8 cm below the trochanter on a
vertical line using the right or left side for pretreatment sample and
the opposite side following 13 weeks of treatment. To collect the
punch biopsies, local anesthesia was used, and a 2-mm diameter
cylindrical core of skin was removed. Biopsies were immediately
submerged and stored in liquid nitrogen until RNA extraction.

With 15 subjects in each group on day 1, there were 15, 15, 10
and 3 subjects per group at week 13 for the placebo, 0.3%, 1% and
2% DHEA creams, respectively. In the 1% and 2% DHEA groups, 5 and
10 women, respectively, were excluded at week 8 of treatment for
serum levels of DHEA above 11 ng/ml From the remaining women
at the end of the study, samples from 13, 14 and 7 subjects, from
placebo, 0.3% and 1% DHEA, respectively were analyzed. Since the
women having the highest serum DHEA values were those stopped
at week 8, the samples obtained at week 13 for the remaining
women were not retained for the microarray study. In addition, 4
of the 10 women stopped after week 8 of 2% DHEA treatment were
also analyzed.

2.2. High density oligonucleotide array hybridization

Total RNA was isolated by Trizol (Invitrogen) from individual
biopsies. The samples were processed following the Small Sam-
ple Labeling Protocol version II from Affymetrix. This protocol was
based on the principle of performing two cycles of cDNA synthesis
and in vitro transcription (IVT) reactions for target amplification.
Labelled cRNA was isolated using the RNeasy Mini Kit column
{QIAGEN). Purified cRNA was fragmented to 200-30mer using
a fragmentation buffer. The quality of total RNA, cDNA synthe-
sis, cRNA amplification and cRNA fragmentation was monitored
by capillary electrophoresis (Bioanalizer 2100, Agilent Technolo-
gies). Fifteen micrograms of fragmented cRNA was hybridized
in duplicate for 16 h at 45°C with constant rotation, using a
human oligonucleotide array U133 Plus 2.0 (Genechip, Affymetrix,
Santa Clara, CA). After hybridization, chips were processed
by using the Affymetrix GeneChip Fluidic Station 450 (proto-
col EukGE-WS2v5_450). Staining was made with streptavidin-
conjugated phycoerythrin (SAPE) (Molecular Probes), followed by

Table 1

RT-PCR primers.

Gene symbol GenBank Region Forward primer (5 — 3') Reverse primer (5 — 3') Size (bp)
CIRBP NM.001280 430-592 GAGGAGGGGACCGAGGCTATG TIGTGTGTAGCGTAACTGTCGTAACTG 163
CLDNS NM_199328 571-759 TACTTAGGATGGACCACGGCA ACACAACTACACATACTGACTTCTGGA 189
COL1AL NM_000088 4698-4876 AACCGAACATGACCAAAAACCAAAA GGGCAGCATTGGGGTTTCATAA 173
COL5A2 NM_000393 4630-4890 AGCGCGAATGGAAATGTGGGCA TGCAGGATCAGCCATTACTTCAAGAG 261
DNASE1L3 NM_004944 950-1158 CACCACCCCAGAGACATCCGTTA CCGTGGTGTCCTCTTGGTCCC 209
EEF2KL NMJ13302 2792-3020 TGCACACCACCACACTCAGOAAT AGGGTACACACTGAACTTTGGAACTAA 229
EFNA1 NM_004428 1100-1343 GAGAGAGCCAGGATGCCCAGAT GCTACACTCTAAGAACAGGTTGGCACA 244
ERBP NM_014597 1848-2093 CTGCAGAAAGCCGTCATTACACCT GGGGAAGCCATCTCTATCATTTIT 246
GBA/GBAP NM_000157 1953-2199 AAAAGATCAGTAAGCCCCAGTGT CCTGATGCTGACACTGCTGCT 247
JAG1 AKD23793 3330-3510 AGGTTGGGGTGCTGATTTAGTG AATAAACACCTCGAGCTCAAGCA 172
KNTC2L NM_006101 1549-1760 TGGAGGATACTTTAGAACAATTGAATG TTCACTGAGCCCCTGGITAACA 212
KRT1B BC033366 864-1096 CCTAAGCTCTGCATCATAACCACTCT CACAGCTACAGAGAACACAAGGCA 233
LEP7 AFOD5081 26-305 TCCTTGCCAGAGCTATTATGTTCA AATTCCCAAACAGCAGCACCC 280
MT1X NM_005952 12-232 GCGTGTTTICCTCTTGATCGGG GCTGCACTTGTCTGACGTCCCT 221
NOL3 NM_003946 753-1001 GGATAGGACCTGGGATGCTGCT GGGTGCAGCCTGGACTCCTAA 249
PLLP NM_015993 928-1152 ACGGGGGATCTGAGGCTGTGT ACGGTGTTTAAAGGAAGGAGAGTGGTT 225
RORCL NM_005060 2771-3031 GTGGAGAAGGAAGCAGATGTGAT GITGGGGTTTATGTTTACTCAGATGAA 261
RRM2 NM_001034 1435-1678 TTACCAACTAGCCACACCATGAAT TGGCTGTGCTGGTTAAAGGACT 244
S100A8/MRP8 NM_002964 82-335 GAACTCTATCATCGACGTCTACCACAA ACTCTTTGTGGCTTTCTTCATGGCT 254
ST100A9/MRP 14 NM_002965 56-334 AAATGTCGCAGCTGGAACGCA CCTCGTGCATCTTCTCGTGGGA 279
SERPIN B3 BC005224 1036-1154 GCGGTCTCGTGCTATCTGGA ATTAGTTCGAAGTAGGTCATGATCCGAA 119
SPARC NM_003118 1804-2056 AGGGACTGCCAGGCTGITICA TGAAATGCTTGGAGGTGAACGAGT 253
SPRR2G NM.001014201 278-511 TCGAAACAACAAGATCCAGTGGCT AACACACTTGCTCTCAGGATAGGA 234
ZNF677 AK026366 233-463 GCCCACACAATATGACCTCGG TCCCTGTACAAGGCCCICTIGG 231
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Table 2
Genes up or down-regulated by 1% or 2% DHEA (p <0.05) in human skin of postmenopausal women.
Gene title Gene symbol  Up or down Molecular function
DHEA1X DHEA2%
Dermis ECM
Collagen, type V, alpha 2 COL5A2 A A Extracellular matrix structural constituent /// protein binding
Collagen, type V, alpha 1 COL5A1 ns. A Extracellular matrix structural constituent /// protein binding
Collagen, type I, alpha 1 COL1AL A A Extracellular matrix structural constituent f{/ protein binding
Collagen, type I, aipha 2 COLIA2 A A Extracellular matrix structural constituent //{ protein binding
Collagen, type Ili, alpha 1 COL3A1 A A Extraceltular matrix structural constituent /// protein binding
Secreted p , acidic, cy rich { tin) SPARC ns A Collagen binding /// metal ion binding
Actin, alpha 1, skeletal muscle ACTAL A A Structural constituent of cytoskeleton [/ protein binding ///
ATP-ADP binding
Actin, alpha, cardiac muscle ACTC A A Nudleotide binding /// protein binding j// ATP binding ///
structural molecule activity
Myaosin, heavy polypeptide 3 MYH3 A A Microfilament motor activity /// nucleotide binding /// actin
binding
Epidermal differentiation
Serine {or cysteine) proteinase inhibitor, clade B, member 3 SERPINB3 S A Serine-type endopeptidase inhibitor activity
Serine {or cysteine) proteinase inhibitor, clade B, member 4 SERPINB4 A A Serine-type endopeptidase inhibitor activity
5100 calcium binding protein A9 (calgranulin B) S100A2 A A Signal transducer activity //f calcium ion binding
$100 calcium binding protein A8 {calgranulin A) S100A8 ns A Calcium ion binding J// calcium ion binding
Corneodesmosin CDSN ns. v Protein homodimerization activity
Claudin 8 CLDNS ns v Structural molecule activity /// protein binding
'WAP four-disulfide core domain 3 WFDC3 ns. v Serine-type endopeptidase inhibitor activity /// endopeptidase
inhibitor activity
Small proline-rich protein 2G SPRR2G v ns. Structural molecule activity
Keratin 1B KRT1B ns. v Structural molecule activity
Keratin 7 KRT7 v v Structural molecule activity /// protein binding
Late envelope protein 7 LEP7 v v Molecular function unknown
AHNAK nucleoprotein (desmoyokin) AHNAK v v Protein binding
Proliferation
Nucleobindin 2 NUCB2 A A DNA binding /// calcium ion binding /{/ calcium ion binding
Sjogren syndrome antigen B (autoantigen La) 5s8 A A Nucleic acid binding /// RNA binding
Deoxyribonuclease I-like 3 DNASEIL3 ns. A DNA binding /// endonuclease activity /// calcium ion binding
Topoisomerase (DNA) Il alpha 170 kDa TOP2A A A DNA topoisomerase (ATP-hydrolyzing) activity /// protein
kinase C binding
Synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein ~ SYNCRIP A ns. Protein binding/// nucleic acid binding
Kinetochore associated 2 KNTC2 ns. A Protein binding
Ribonucleotide reductase M2 polypeptide RRM2 ns, A Ribonucleoside-diphosphate reductase activity /// iron ion
binding /// protein binding
Transcriptional machinery
Cold inducible RNA binding protein CIRBP ns. v Nudleic acid binding
RAR-related orphan receptor C RORC ns v Transcription factor activity /// steroid hormone receptor
activity J// zinc ion binding
Transformer-2 alpha TRA2A ns. v Nucleotide binding /// RNA binding J// nucleic acid binding
Eukaryotic elongation factor-2 kinase EEF2K ns. v Calcium ion binding /// translation factor activity, nucleic acid
binding
Zinc finger protein 447 ZNF447 v ns. Transcription factor activity /// metal ion binding {// nucleic acid
binding
Zinc finger protein 677 ZNF677 ns v DNA binding /// metal ion binding J// nucleic acid binding
Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD domain) NOL3 v v RNA binding /// identical protein binding /// protein binding
Odd-skipped related 1 (Drosophila) OSR1 v v Nucleic acid binding J// zinc ion binding /// metal ion binding
MutS homolog S (E. colt) MSHS v v Nudleotide binding /// damaged DNA binding /// ATP binding
Estrogen receptor binding protein ERBP v v Receptor activity
Miscellaneous
Decay accelerating factor for complement (CD55) DAF ns. v GPi anchor binding
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 CEACAMG ns. v GP1 anchor binding
Ephrin-Al EFNA1 ns, v Ephrin receptor binding /// GP1 anchor binding
Metallothionein 1X MTIX ns v Metal ion binding /// electron carrier activity
$100 calcium binding protein P sioop v v Metal ion binding /// calcium-dependent protein binding
kin 1 family, 7 (zeta) IL1F7 ns v Interleukin-1 receptor antagonist activity /// cytokine activity
Interleukin 1 family, member 10 (theta) IL1F10 v v Interleukin-1 receptor antagonist activity /// cytokine activity
Glucosidase, beta; acid GBA/GBAP ns. v Glucosylceramidase activity /// hydrolase activity, acting on
glycosyl bonds
N-acetylgalactosaminyltransferase-like 2 CGALNTL2 v v Transferase activity /// metal ion binding /// sugar binding
Betacellulin BTC ns v Growth factor activity
Jagged 1 (Alagille syndrome) JAG1 v v Notch binding /Jf structural molecule activity /// growth factor
activity
Plasma membrane proteolipid (plasmelipin) PLLP ns, v lon channel activity
Inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 2 mPR2 v v lon channel activity
Unknown
Purkinje cell protein 4 PCP4 A A Molecular function unknown
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Fig. 1. DHEA stimulation of the expression profile of collagen and SPARC genes after twice daily placebo (0% DHEA), 0.3% DHEA, 1% DHEA or 2% DHEA treatment. Curves
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amplification with a biotinylated anti-streptavidin antibody (Vec-
tor Laboratories), and by a second round of SAPE. Chips were
scanned using a GeneChip Scanner 3000 G7 (Affymetrix) enabled
for High-Resolution Scanning.

The arrays included 1,300,000 unique oligonucleotide features
covering over 47,000 transcripts and variants, which, in turn, rep-
resent approximately 38,500 of the best characterized human
genes.

Chip images were extracted with the GeneChip Operating
Software and analyzed with Limma package. Quality control of
microarray chips was performed using the AffyQCReport software
[19]. A comparable quality between microarrays was required for
all microarrays within each experiment.

18

The background subtraction and normalization of probe set
intensities was performed using the method of Robust Multiar-
ray Analysis (RMA) described by Irizarry et al. [20]. The analysis
was performed using the affylmGUI Graphical User Interface for
the Limma microarray package [21}], and GeneSpring v7.2 software
(Agilent).

2.3. Real-time PCR (RT-PCR)

The cDNA was reverse-transcribed from total RNA using 30ng
of Oligo{d)T primers, 300U of Superscript Ill Rnase H-reverse
transcriptase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), 500 .M
dNTPs, 5mM dithiothreitol, and 34U of human Rnase inhibitor
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Fig. 2. DHEA modulation of keratinocyte-related genes. Data are expressed as raw signal i after nor by the RMA method. Fold-change values (pre- and

post-treatment) are expressed as log2 (Delta). Filled dots correspond to a statistically significant difference (p<0.05).
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Table 3
Validation by RT-PCR or genes modulates by 1% or 2% DHEA.
Gene title Gene symbol DHEA 1% DHEA 2%
Arrays RT-PC Arrays RT-PCR

Fold-change=* p-Value Fold-change: p-Value
$100 calcium binding protein A8 {calgranulin A) S100A8 ns. 2021 <0.0001 A 4497 <0.0001
S100 calcium bindi A9 (calgranulin B) S100A9 A 1074 <0.0001 A 4495 <0.0001
Serine (or cysteine) proteinase inhibitor B3 SERPINE3 A 637 <0,0001 A 839 <0.0001
Kinetochore associated 2 KNTC2L ns. 238 <03 A 644 <0.2000
Estrogen receptor binding protein ERBP ns. 469 <0.0001 A 469 <0.0001
Collagen, type [, alpha 1 COL1A1 A 369 <0.0001: A 372 <0.0001
Secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) SPARC ns. 268 <0.0001 A 255 <0.0001
Ribonucieotide reductase M2 polypeptide RRM2 A 203 <0.0009 A 25 <0.0001
Deoxyribonuclease I-like 3 DNASE1L3 ns, 1.86 <0.0001 A 157 <0.0002
Collagen, type V, alpha 2 COL5A2 A 151 <0.002 A 144 <0.0004
Jagged 1 (Alagille syndrome) JAGT v -079 <0.0024 v -0.69 <0.0001
Claudin8 CLDN8 ns. —1.44 <0.0001 v -1.00 <0,92
RAR-related orphan receptor C RORC ns. -0.87 <07 v -1.09 <0.64
Cold inducible RNA binding protein CIRBP ns. -173 <0.005 v -127 <0.045
Zinc finger protein 677 ZNF677 ns. —1.06 <0.05 v —143 <0.0001
Eukaryotic elongation factor-2 kinase EEF2K ns ~494 <0,0002 v =172 <0.02
Nucleolar protein 3 (apoptosis rep with CARD domain) NOL3 v -331 <0.0001 v —1.90 <0.0001
Metallothionein 1X MT1X v —1.44 <0.0001 v -1.08 <0.0001
Glucosidase, beta; acid GBA/GBAP ns. =303 <0.0001 v =21 <0.0002
Ephrin-Al EFNA1 ns. -2.09 <0.0004 v -274 <0.0001
Late envelope protein 7 LEP7 v —-4.00 <0.0001 v -337 <0.0001
Plasma membrane proteolipid {plasmolipin) PLLP v -143 <0.0001 v —-3.42 <0.0001
Keratin 1B KRTIB ns. -3.00 <0.0001 v -3.69 <0.0001
Small proline-rich protein 2G SPRR2G v —~4.68 <0.0001 ns. -5.05 <0.0001

* Fold-change above or below control: value of fold-change between the start and end of treatment with placebo vs. fold-change between the start-end of treatment in

the indicated DHEA group.

(Amersham Pharmacia, Piscataway, Nj) in 50 pl final volume as
described [22]. Gene-specific primers were designed by GeneTools
software (Biotools Inc.). The sequences of primers used are shown
in Table 1.

The RT reaction was performed at 50°C for 2 h, followed by a
30 min at 37 “C incubation with RNAseA and a final purification by
column (QIAGEN, Valencia, CA).

RT-PCR quantitative assays was run in triplicates using the
LightCycler FastStart DNA Master Plus SYBRGreen I kit (Roche Diag-
nostics) following the manufacturer’s recommendations. PCR was
performed using LightCycler (Roche Applied Science, Mannheim,
Germany) for 50 cycles of 95°C for 10s (denaturation), 59-654C
for 55 (annealing), 72 °C for 10-12s (elongation), and at 78°C for
3s (lecture). The housekeeping gene Atp50 was used as a refer-
ence gene. Amplification specificity was checked using a melting
curve following the manufacturer's instructions. Quantification
was obtained using the second derivative calculation and double
correction [22], and the results were analyzed with LightCycler
Software v.3.5 (Roche).

3. Results

3.1. Microarray data analysis of DHEA effect on human skin
transcriptome

Sixty-six probe sets corresponding to 52 well-characterized
genes (represented by one or more probe sets) (Table 2) and 9
unknown sequences (EST) (data not shown) were significantly
modulated (p<0.05) by DHEA. Global analysis of the increased
gene expression levels under the influence of DHEA showed a clear
over-representation of genes associated with transcription regula-
tion, cell proliferation and keratinocyte differentiation. Of note, the
expression of extracellular matrix structural molecules, including
several members of the collagen family, was stimulated by DHEA.
Clearly, DHEA treatment affected both compartments of human
skin present in the biopsies, i.e. epidermis and dermis.

3.2. DHEA increases the expression of several members of the
collagen gene family

Among the genes up-regulated by DHEA, a dose-dependent
increase in the expression of probe sets corresponding to several
members of the collagen family was observed (Fig. 1). The highest
level of modulation was observed for COL1A1 and A2, COL3A1 as
well as the COL5A1 and A2 genes after 2% DHEA treatment (Fig. 1).
Interestingly, an up-regulation of a key gene involved in the syn-
thesis of the extracellular matrix (ECM), namely secreted protein
acidic and rich in cysteine (SPARC) was also observed (Fig. 1).

3.3. DHEA modulates the expression of several genes involved in
keratinocyte proliferation and differentiation

Among the genes up-regulated by DHEA, we found several genes
encoding proteins involved in host defense and generally detected
in the upper layers of the epidermis, including Serpins B3 (SCCA-
1) and B4 (SCCA-2), S100A8 and A9 (Table 2 and Fig. 2). A whole
set of genes linked to DNA remodeling and cell proliferation was
also up-regulated (Table 2). On the other hand, the Small Proline-
Rich Protein 2G (SPRR2G) and S100 calcium binding protein P
(S100P)(Fig. 2) and Keratin 1B genes (Table 2) were down-regulated
by DHEA. Additionally, desmosome-associated corneodesmosin
(Cdsn), a late marker of terminal differentiation of keratinocytes
[23,24] as well as Claudin-8 (Tables 2 and 3) were also down-
regulated in the group of DHEA 2% measured after 8 weeks of
treatment. Finally, the expression of two other genes involved in
terminal differentiation of keratinocytes, namely the Late envelope
protein 7 (LEP7) and the Jagged 1 (JAG1) genes, were also down-
regulated by DHEA (Fig. 3).

Due to the small amount of RNA obtained from 2 mm biopsies,
only 24 genes were selected for RT-PCR validation. The RT-PCR data
show that the level of stimulation/repression of the selected genes
agrees with the microarray data for at least one of the two high-
est concentrations of DHEA tested (1% or 2% DHEA) (Table 3). For
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example, we have indeed found a progressive increase of SPARC
mMRNA, starting at 0.3% DHEA (Fig. 1), and confirmed by RT-PCR, for
the groups 1% and 2% DHEA (Table 3). in addition, down-regulation
of keratinocyte differentiation was also confirmed as LEP-7 in the
1% DHEA group as well as SPRR2G, in the 2% DHEA group measured
after 8 weeks of treatment. On the whole, only 2 out of 25 gene
changes were not validated by RT-PCR (i.e. KNTCL2 and RORc).

Altogether, these results show that, in response to DHEA
treatment, the balance between epidermal proliferation and dif-
ferentiation is modified in favor of proliferation, while structural
dermal genes are activated.

4. Discussion

The present study is the first comprehensive analysis and char-
acterization of the changes induced by DHEA in the transcription
profile of the whole genome in human skin. Such an approach is
likely to provide significant insights into the potential role of DHEA
in skin aging.

The thinning and wrinkling of the skin [25] and the loss of skin
elasticity and firmness [26] are believed to be caused by decreased
collagen synthesis and increased collagen degradation [27]. Con-
sidering that the dermis predominantly contains type 1 and Il
collagens (85-90% and 10-15% of total proteins, respectively), the
alterations of collagen are thus believed to be the causes of clinical
changes during aging, especially skin wrinkles and loss of elasticity
[28,29].

With increasing age, a decrease in collagen biosynthesis is
observed, concomitant with increased collagen degradation by
matrix metalloproteinases (MMP) [30]. In fact, collagen content has
been shown to decrease 2% per postmenopausal year [31]. In agree-
ment with these observations, collagen types1and Ill are believed to
have decreased by as much as 30% 5 years after menopause [32,33].
In addition, a reduction in the type lliftype I ratio is observed in the
dermis at menopause [33L

Some effects of DHEA on collagen gene expression and pro-
tein synthesis have already been described. For example, DHEA
increased human a1 (s) procollagen and reduced collagenase
(MMP-2) gene expression in cultured skin fibroblasts [34], while in
human skin, DHEA treatment up-regulated procollagen type 1 and
TIMP-1 expression and down-regulated MMP-1 [16]. Here we show
that in whole human skin, DHEA indeed stimulates the expression
of not only COL1A1, COL1A2 but also other members of the fam-
ily of collagen genes, namely COL3A1 and COL5A2. Interestingly,
the co-stimulation of both COL1A1 and COL1A2 genes suggest that
common cis-acting elements are present on both genes [35] and
modulated in parallel in human skin by DHEA.

In fact, in most tissues, type 11l collagen is co-expressed with
type I collagen and, under physiological conditions, the amount of
collagen 11I regulates the diameter of type I collagen fibrils, thus

d as log2 (Delta). Filled dots correspond to a statistically significant difference (p<0.05).

controlling the mechanical characteristics of the tissue [36,37]. In
addition, collagen V is a quantitatively minor component of most
connective tissues that are rich in collagen 1 fibrils. On the other
hand, both collagens I and V co-polymerize to form heterotypic fib-
rils. In analogy with collagen IlI, it has been suggested that collagen
V could serve as a negative regulator of collagen 1 fibril diameter
(reviewed by Fichard et al. [38]). Finally, together with COL1A1 and
A2, COL3A1, COL5A1 and A2, SPARC expression was also stimu-
lated by DHEA treatment. Accordingly. a remarkable parallelism
(see Fig. 1) was observed between the expression of SPARC and
almost all mRNAs encoding collagens which bind this glycoprotein,
namely COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A1 and COL5A2.

Since SPARC is known to be required for collagen deposition and
collagen fiber maturation in the dermal ECM, the synthesis of the
ECM particularly during matrix remodeling [39] and the mainte-
nance of skin mechanical strength [40], the co-stimulatory effect of
DHEA on COL1, COL3, COLS and SPARC expression could resuit into
aremodeling of dermis architecture and increased firmness of the
skin. Interestingly, these up-regulated genes are also detected dur-
ing the repair process of wound healing [41]. Their DHEA-induced
up-regulation thus suggests that DHEA-treated skin could share
some features with wound healing skin, linked to keratinocyte pro-
liferation and delayed differentiation.

For example, S100A8 and S100A9, also known as calgranulin Aor
MRP8 and calgranulin B or MRP14, respectively, are two additional
genes that are up-regulated by topical treatment with DHEA. These
components are the most abundant naturally occurring homo- and
heterodimers of the S100 family [42]. Interestingly, their expression
is increased during epidermal repair [43] and the hyperprolifera-
tive phase of wound healing [44]. In line with this, DHEA treatment
also decreases significantly the levels of Keratin 1, a well known
marker of early differentiation of keratinocytes [45,46], as well as
SPRR2G, a member of the SPRRs family preferentially expressed in
the suprabasal cells of keratinized epithelia, and localized essen-
tially in the spinous cells [47,48].

In addition to the above-mentioned early differentiation mark-
ers, we have found that desmosome-associated corneodesmosin
(Cdsn), another late marker of terminal differentiation of ker-
atinocytes [23,24], is also down-regulated in the group of 2% DHEA
examined after 8 weeks of treatment. Claudins, like Cdsn, are
located in the cells of the granular layer of the epidermis, and
colocalize into tight junctions (Tjs) with Tjs plaque proteins and
occludines [49]. The present study shows that claudin-8 expression
is also down-regulated by DHEA treatment, together with two other
genes involved in keratinocyte terminal differentiation, namely
Jagged 1 (JAG1) and LEP7. JAG1 is one of the mediators of the Notch
signaling pathway [50]. sufficient to trigger terminal differentia-
tion and corneogenesis in a living human epidermal equivalent
model system [51]. LEP7, also identified as Chromosome 1 open-
reading frame 68 (Cl1orf68), or Human skin-specific protein (xp32
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gene) [52] is induced during keratinocyte terminal differentiation
and relocates to the envelope very late in terminal differentiation.
The concomitant down-regulation of JAG1, LEP7, Claudin-8, Cdsn,
SPRR2G, all genes associated with the late keratinocyte differentia-
tion and cornification process, may indicate that the effect of DHEA
on epidermis could be mediated by a delay in keratinocyte differ-
entiation, reducing the transition rate from spinous to granular cell
and ultimately the production of the cornified component of the
skin.

Interestingly, several genes modulated by DHEA like S100A8,
S100A9, SPRR2G and LEP7 are co-localized in the Epidermal Differ-
entiation Cluster (EDC) on human chromosome 1q21 [53], which
unites a remarkable number of functionally related genes that play
an important role in terminal differentiation of the human epider-
mis [54]. Further studies will however be necessary to assess the
real impact of DHEA in keratinocyte differentiation, and ultimately,
in skin barrier properties.

Finally, almost all genes modulated by 1% DHEA after 12 weeks
were also modulated in the same way by 2% DHEA after 8 weeks of
treatment. Additionally, all the genes significantly modulated only
by 2% DHEA but non-significantly changed by 1% DHEA, were found
significantly modulated when a more sensitive method, namely RT-
PCR, was used with the same samples (Tables 2 and 3). Moreover,
certain genes, especially the collagen genes and members of the
SERPIN family appear very sensitive at the lowest dose of DHEA
used (Figs. 1 and 2, respectively). These observations could suggest
that topical DHEA may trigger genomic changes in the skin even at
low doses (0.3% DHEA) and that the effect of high doses (2% DHEA)
may be reached by lower doses after longer exposure time.

Taken together, the present data suggest that DHEA could
counteract the effect of aging by acting simultaneously on both
skin compartments namely the dermis, by stimulating collagen
biosynthesis and deposition, and in the epidermis by modulating
keratinocyte proliferation and differentiation. Some of the effects
observed are reminiscent of wound healing, thus suggesting that
DHEA treatment could potentially lead to apparent skin rejuvena-
tion. It is recognized that the skin undergoes regressive changes
after menopause and that these changes are mainly related to a loss
of skin collagen content. The present data suggest that DHEA could
exert anti-aging effects in the skin, secondary to DHEA-induced
changes in the structural organization of the dermis.
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Background Although low dehydroepiandrosterone (DHEA) is suspected to have a
role in skin ageing, litde information is available on the mechanisms potentially
involved.

Objectives To obtain information on androgen receptor (AR) and procollagen
expression in ageing skin during DHEA treatment.

Methods A placebo-controlled, randomized, prospective study was performed with
75 postmenopausal women aged 60-65 years. The women were treated twice
daily for 13 weeks with 30 mL of placebo or 0-1%, 0-3%, 1% or 2% DHEA
cream applied on the face, arms, back of hands, upper chest and right thigh
where 2-mm biopsies were collected before and after wreatment.

Results Although the overall structure of the epidermis was not significantly
affected at the light microscopy level, AR expression examined by immunocyto-
chemistry was markedly increased by DHEA treatment. In the dermis, the expres-
sion levels of procollagen 1 and 3 mRNA estimated by in situ hybridization were
increased by DHEA treatment. In addition, the expression of heat shock protein
(HSP) 47, a molecule believed to have chaperone-like functions potentially af-
fecting procollagen biosynthesis, was also found by immunocytochemistry evalu-
ation to be increased, especially at the two highest DHEA doses.

Condusion These data suggest the possibility that topical DHEA could be used as an
efficient and physiological antiageing skin agent.

During the past two decades, much amention has been given
to skin physiology and the role of hormones in this tissue.
Indeed, this largest organ of the human body represents the
most visible reflection of our well-being and good health.
Today, more than ever, preventing or repairing the damages
of skin ageing is a major objecive worldwide. With ageing,
espedally during the posmmenopausal years, women are very
concerned by the overwhelming sin modifications.! In fact
many dermatological signs and symptoms are associated with
menopause, such as increased skin dryness, loss of elasticity
and firmness, and the appearance of wrinkles. During this per-
iod, the well-known decrease in steroid production, especially
in women® is believed to accelerate skin chmges.’"s

With age, the progressive and marked decrease in the secre-
tion of dehydroepiandrosterone (DHEA).*™ the most abun-
dant sex steroid circulating in humans, & believed to play an
important role in many problems associated with menopause
and ageing. A number of animal and human swmdies have

968

shown beneficial effects of DHEA in a series of age-related
changes such as obesity',m"' diabetes'? and atherosderosis.'*
In addition, the benefidal effects of DHEA have been observed
on several problems ocanring in postmenopausal women,
especially vaginal atrophy,'*™® bone loss, skin awophy,
musde loss, adiposity, insulin resistance and well-being after
oral and/or percutaneous administration of DHEA®! 372!
cerning skin atrophy, it has been shown in predinical models
that DHEA has spedific effects on the different skin layers and
appendages; this steroid precursor induces demmal thickening
in gonadectomized mice,’” increases the number and size of
sebaceous glands in ovariectomized (OVX) female ras® and
accelerates cutaneous wound healing in OVX female Balb/c
mice. ™

Con-

Several cell types present in the compartments of human
skin, namely the epidermis, demmis, sebaceous glands and
sweat glands are known to be androgen sensitive and express
the steroidogenic enzymes required to wransform DHEA into

© 2010 The Authors
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dihydrotestosterone  (DHT).**™*7 Thus, in postmenopausal

women, after cessation of oestrogen secretion by the ovaries,
practically all active sex steroids are synthesized in peripheral
tissues from DHEA and DHEA sulphate from an adrenal ori-
gin.a‘zs‘l6 An increase in serum DHEA and its metabolites is
known to occur after percutaneous administration of DHEA in
postmenopausal women.'*** Moreover, it was observed that
the transformation of DHEA reaches a plateau at serum levels
below those observed in premencpausal women.*®

Previcus i vio and in yvivo smdies have demonstrated that
DHEA is involved in the regulation of collagen and extracellular
matrix metalloproteinase synthesis in human skin.**** To
investigate whether or not inaeased drculating DHEA levels
could produce skin medifications in postmenopausal women, a
large tanscriptomic study using Affymetrix microarrays (Affi-
metrix, San@a Clara, CA, USA) was performed®” It was shown
that topical reatment with DHEA modulates the expression of
several demmal and epidermal genes. In the present study, we
used immunocytochemistry and in sim hybridization to investi-
gate further the dermal and epidermal morphological changes
in gene expression induced by DHEA application on the skin.

Materials and methods

Subjects and sample preparation

Seventy-five healthy posanenopausal white women aged 60—
65 years participated in this smdy after institutional review
board approval and having signed informed consent. None of
the women had received any hormone replacement therapy
for at least the last 6 months before the beginning of the
study. No subject was under treamment with lipid- or glucose-
lowering agents. There was no active or history of thrombo-
embolic disease, significant metabolic or endocrine disease
and no clinicaly signifiant gasrointestinal, liver or gall-
bladder disease. None of the women suffered from migraine
or diabetes mellims not conwolled by conventional therapy.
None had received corticosteroid treatment within the last
6 weeks before the beginning of the study or treatment with
P-carotenoid, retinoic add, hydroquinone or o-hydroxyadd
(including inhaled, topical or oral). None of the women
suffered hypertension = 160/95 mmHg or not controlled by
standard therapy, confirmed dinically significant depression or
confirmed severe psychiaric disturbance. None of the women
had received any experimental drug within the 30 days before
the screening visit or any previous treatment with androgens
or anabolic steroids within the 6 months before the screening
visit. None had received any antidepressant, antipsychotic or
analgesic within 30 days before the beginning of the study.
Smoking any number of dgarettes was an exclusion criterion.
There was no former or present narcotic addiction or alcohol-
ism. The body mass index of all women ranged between 185
and 299 kg m™" There was no hepatic or renal impairment
or condition known to affect drug or steroid metabolism. All
subjects had a medical history, complete physical examination,
seram biochemistry as well as full blood analysis.

@ 2010 The Authors
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Each subject was randomly assigned to one of the following
five groups: 0% DHEA (placebo), 0-1% DHEA, 0:3% DHEA,
1% DHEA and 2% DHEA. Daily, before breakfast, and after
supper, for 13 weeks, subjects received 3-0 mL of one of the
five emulsions. All subjects were instructed to apply the study
treatment twice daily {in the moming between 06:00 h and
09:30 h and in the evening between 18:00 h and 21:30 h)
during 13 weeks. The first emulsion applicadon was super-
vised and instrucions were provided to all women. The emul-
sion (0:3 mL) was applied to the forehead including 2 an
past the hair line, 0-3 ml was applied to the face (right side),
0:3 mL on the back of each aqmm, 0-3 mL on the back of the
right hand, 0-3 mL on the upper chest, 2 X 03 mL on the
right thigh {external face) and 0-3 mlL each on the extemal
face of the right and left legs for a total dose of 30 mL of
emulsion two times per day.

Two biopsies were obtained from the thigh of each
woman, one before and the second after the end of treatment.
Biopsies were taken from the external face of the thighs
located at 8 cm below the trochanter on a vertical line using
the right or left side (left or right side depending on randomi-
zation) after either 7 or I3 weeks of trearment (Table 1). To
collect the punch biopsies, local anaesthesia was used, and a
2-mm diameter cylindrical core of skin was removed.

Tissue processing

Immediately after collection, the 2-mm diameter biopsies
were fixed in 4% paraformaldehyde for 12 h. The material
was then embedded in paraffin blocks from which 4-pm sec-
tions were cut.

Immunohistochemistry

General procedure for immunochemistry and scoring
evaluation

Immunostaining was performed using Zymed SP kits (San
Francisco, CA, USA.). Paraffin sections (4 pm) were depa-
raffinized in toluene and rehydrated through graded ethanol
Endogenous peroxidase activity was eliminated by preincuba-
tion with 3% H,0, in methanol for 30 min and, if needed,
an antigen vetrieval technique was used (see below). After
cooling the slides, nonspecific binding sites were blocked
using 10% goar serum for 20 min. Sections were then incu-
bated with their respective primary antibody (see below) and
then washed in PBS buffer and incubated with goat biotinylated
secondary antibody (Zymed 5P kits) for 10 min and thereafter
with the streptavidin—peroxidase complex (Zymed SP kit) for
another 10 min. Under monitoring by microscope, diamino-
benzidine was used as the chromogen to visualize the biotin/
streptavidin—peroxidase complex. If applicable, countersaining
was performed using no. 2 Gill's haematoxylin for 30 s.
Evaluation of the labelling intensity and of the number
of labelled cells or nudei was performed blindly and
independently by two investigators. For each subject, sections
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Table 1 Subjedt enrolment and biopsies

Total mumber
Number of  Number of subjects:  of biopsies
subjects biopsied and timing  performed (day 1 and _
Treatment atday 1 during treatment week 7 orweek 13} Withdrawals without biopsy
Placebo 15 15 at weck 13 25° None
0'1% DHEA 15 13 at week 13 2" 1 at weck 4 (skin problem)
_ 12 week 8 (keratosis)
0:3% DHEA 15 15 at weck 13 30 None v
1% DHEA 15 10 at week 13 30 § at week 7 (serum levels of DHEA above 11 ng mL™")
5 at week 7
2%DHEA 15 3atweck 13 26" 1 at day 6 (contact dermatitis)
10 at week 7 1 at weck 4 (contact denmatitis)

10 at week 7 (serum levels of DHEA above 11 ng mL™")

*One biopsy missing at enrolment. *Two withdrawals without biopsy. DHEA, dehydrocpiandrosicrons.

of biopsies before and after treament were examined and
compared under a brightfield micoscope and according to
the change after treatment, a score was recorded.

Antibodies

Androgen receptor A microwave antigen retrieval technique using
0:01 mol L™ ditrate buffer was applied for 15 min.*' After
cooling the shides, sections were incubated for 90 min at
room temperature with androgen receptor {AR) antibody
{N-20, cat. no. SC-816; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, US.A; diluted 1: 150). A qualitative evaluation of the
number of labelled epidermal cell nuclei and their swining
intensity were compared between the two biopsies before
and after treatment. A score ranging from 1 to 3 was recorded
for all the subjects: (1) no obvious change; (2) moderate
increase; and (3) a strong inaease in the number of labelled
nudei and/or their staining intensity after treatment.

Heat shock protdn After the microwave technique, sections were
incubated for 90 min at room temperature with heat shock
protein {HSP) 47 mouse monodonal antibody (cat. no. SPA-
470; Stressgen Bioreagents, Victoria, BC, Canada; diluted
1:150). As for AR, evaliaton of the swmining intensity
and/or the number and size of lbelled fibroblasts was
performed by scores ranging from 1 to 3.

In situ hybridization

Preparation of probes

Labelled sense and antisense cRNA probes were synthesized by
incubation of [inearized template (2 pg) with 63 puCi
[**SJUTP (1250 G mmol L™'; NEN, Billerica, MA, U.SA) in
the presence of T7 or T3 RNA polymerase for 60 min at
37 °C, according to the manufacturer’s recommendations
{Riboprobe Combination System, Promega Corp., Madison,
WI, USA).

220

Hybridization

After deparaffinization and rehydration, skin sections were
treated with proteinase K [1 pgmi™" in 100 mmol L™" Tris—
HCl (pH 8), 50 nmol L™" ethylenediamine tetraacetic acid
(EDTA), (pH 8:0)] for 30 min at 37 °C and with anhydrous
acetic acid (0-25%) for 10 min. After dehydration and drying
of the sections, a prehybridization buffer [60% formamide,
0:35mol L™ NaCl, 12mmoll™' TrisHCL (pH 8),
I mmol L™ EDTA, 400 ug mi™" t(RNA, 1-2 X Denhardt’s solu-
tion and 12% dextran sulphate] was applied on the sections for
2 h at room temperature, followed by the hybridization buffer
containing the antisense probe (prehybridization buffer plus
50 nmol L™ dithiothreitol and 2 % 10° c.p.m. of **$-labelled
RNA per dlide) for an ovemight incubation at 53 °C. To
remove the excess probe, the sections were washed twice in
50% formamide, 2 x SSC at 58 °C for 90 min and with RNase
A treatment (20 pg mL™' for 30 min at 37 °C) between the
two previous washes. The slides were then dehydrated in
graded alcohol, air-dried, and later dipped in a photographic
emulsion (LM-1; Amersham Biosciences, Amersham, U.K.) and
exposed in the dark ar 4 °C. Slides were developed (D-19
Developer and Rapid Fixer; Kodak, Rochester, NY, U.S.A)) and
countersiained with haematoxylin and eosin. The negative con-
trol slides were hybridized with the sense probe.

Procollagen type 1/COL1A1

A 49-bp probe was generated from the region 45544602 of
COLIAL A first set of dides was developed after 35 days and a
second set after 60 days. Scoring and photographs were gener-
ally performed using a X 20 lens. Photographs were taken
using the dark field, while the bright field was used to verify
the localization of the silver grains over the cells. For each
subject, sections of biopsies before and after treatment were
examined and compared. If no change was observed in the
number of fibroblasts and their silver grain labelling intensity,
a score of 1 was recorded. If 2 moderate or high increase was
detected, a score of 2 or 3 was recorded, respectively.

& 2010 The Authors
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Procollagen type 3/C0OL3A1

A 255-bp probe was generated from the region 38874141
of COL3AL A first set of slides was developed after 27 days
and a second set after 40 days. Scoring and photographs were
performed exactly as desaribed for procollagen type 1.

Statistical analysis

For each marker, immunostained sections of skin biopsies
collected from each subject before and after treatment were
examined by two investigators. The treatment effect was
recorded as a score value of 1, 2 or 3, corresponding, respec-
tively, to no change, small/moderate or strong change after
treatment for each subject The mean score of the two investi-
gators for each sabjeat was used o alculate the mean score
valie for each group. Dan presented in Figures le, 2i, 31 and
4e are expressed as mean and the 25th and 75th percentiles
(box plot}. For the placebo, 0:1%, 0:3%, 1% and 2% groups,
the mean was calculated from score values obtained from the
evaluation of 14, 13, 15, 15 and 13 subjects, respectively (see
details in Table 1). Staristical significance between each dose
and the placebo group was determined according to the mul-
tiple-range test of Duncan—Kramer.

Results

As indicated in Table 1, on day 1, 15 subjects were enrolled
in the smdy for each treatment group. At week 13, there were
13—15 subjects per group treated with 0%, 0:1% and 03%
DHEA. In the 0-1% group, one subject was excluded at week
4 for skin problems, and another at 8 weeks for keratosis. In
the 1% and 2% DHEA cream groups, treatment of five and 10
women, respectively, was stopped at 7 weeks due to DHEA
serum levels above 11 ngmL™" . In the 2% group, two sub-
jects were exduded for contact dermatitis at day 6 and week
4, respectively. To investigate the impact of topical DHEA
treatment on human skin, a histological and morphometric
study was undertaken. In addition, as the expression of a
number of genes had already been found to be modulated by
DHEA topical treamment,®® the fine distribution of their
encoded proteins was studied by immunohistology.

Effects of dehydroepiandrosterone on the epidermis

In comparison with the placebo group, DHEA weatment had
no significant effect on epidermal thickness, undulation of the
dermal-epidemmal juncion, cell proliferation as assessed by
Ki-67 labelling or late differentiation as assessed by filaggrin
labelling (data not shown). As DHEA is converted to active
sex steroids in peripheral tissues and more specifically in the
skin,****¢ we next investigated the possible effect of DHEA
treatment on steroid receptor expression.

Oestrogen nuclear receptor (ER) a-spedfic staining in the
epidermis was faint to null, while a much stronger staining of
ERB was observed, in agreement with previous histological
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Fig 1. (a-d) Paraffin sections of the epidermis of p 1
women immunostained with antiandrogen receptor (AR) amibody in
these represenlative sections, the AR immunoreactivity was found 1o be
exclusively localized in the majority of the nuclei of epidermal cells.
(a) The skin biopsy was collected before the application of the placcho
ereany; {b) the biopsy was collected 13 weceks after the placho aeam
application. The staining i ity and the ber of d nudei are
similar in (a) and (b). (¢) The skin biopsy was mllected before the
pplication of dehydroepiand one (DHEA) cream; (d) the biopsy
was collected 13 wccl:s aﬁcr the twice-daily application of 0-1% DHEA
cream. The staining intensity and the number of sained nudei in (d)
are dearly higher than in (c). () Effect of topical application of DHEA
on the expression of AR in the epidermis of px I AR
expression increased with the different doses (0-1%, l)'.’l% 1% and 2%).
All doses showed higher scores (¥*P < 0°05) compared with placebo.
Scores are expressed as the mean of the two experts’ scores {a = 70).
Each box represents values between the 25th and 75th percentiles. The
horizontal line is the median. The upper bars extend to the largest value,
not exceeding the 75th percentile plus 1'5 X the height of the box,
while the lower bars extend to the smallest value not below the 25th
percentile minus 1'5 X the height of the box. The cirde is an outlier.

results.*? In the present study, at no time was ERy- and ERB-
spedfic staining modified by DHEA treatment compared with
placebo (data not shown).

AR was expressed in the majority of keradnocytes, exclu-
sively in their nudei. For each subject in the placebo group,
when the staining intensity and the number of stained nudei
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were compared before and after treamment, no significant
ditference was observed and therefore, a score of 1 (see Mate-
rials and methods) was recorded for the majority of subjects
of this group. In conmast, in all the other groups who
received different DHEA doses (0-1%, 0-3%, 1% and 2%), an
increase in AR-staining intensity and in the number of stained
nudei was observed after treatment in the majority of the sub-
jects. Therefore, in all the treated groups, scores higher than 1
were recorded and the results were satistically significant
when compared with the placebo group (Fig. 1).

Effects of dehydroepiandrosterone on the dermis

Procollagen type 1/COL1A1 in situ hybridization

In the dermis of skin biopsies hybridized with the (*°$)-
labelled COLIAl antisense probe, several fibroblasts were

labelled. For each subject in the placebo group, when the silver
grain labelling intensity and the number of labelled fibrohlasts
were compared between the two biopsies before and after
treatment, no significant differences were observed and there-
fore, a score of 1 (see Materials and methods) was recorded
for the majority of the subjects of this group. In all the other
groups of women who received different DHEA doses (0:1%,
0:3%, 1% and 2%), an inaease of the silver grain labelling in-
tensity and number of labelled fibroblasts was observed after
weatment in the majority of the subjects. Accordingly, higher
scores were recorded and the results were statistically signifi-
cant when compared with the placebo group (Fig. 2).

Procollagen type 3/COL3A1 in situ hybridization

As observed for procollagen 1, examination of the demnis of
the skin biopsies hybridized with the (°S)-labelled COL3Al
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Fig 2. (a~h) Autoradiographs of the dermis of postmenopausal women hybridized with the antisense of the collagen type I ¢RNA probe. The
bright-ficld photographs show the blug-stained nuclei of the ibroblasts while the dark field of the same photograph indicates the silver grains

overlying the fibroblasts {arrows). (3, b) The skin biopsy was collected before the application of the placebo cream; (¢, d) the biopsy was collected
13 weeks after placebo cream application. As seen from the photographs (b) and (c), the number of labelled fibroblasts did not increase after the
application of the placebo cream. (e, £} The skin biopsy was collected before application of dehydroepiandrosterone (DHEA) aeam; (g, b) the
biopsy was collected 13 weeks after the application of 003% DHEA cream. By comparison of the photographs (f) and (g) and (¢) and (h), the
number of labelled fibroblasts significantly increased after the 0.3% DHEA cream. (i) Effect of topical appliation of DHEA on the expression of type
1 procollagen in the dermis of'[x:s{mcl:opausal women. At all DHEA doses, scores were sigr:ihcamly different from the placebo (**P = 00006 a
0°1%; *=P < 0001 at 3%, 1% and 2%). Furthermore, the statistical analysis including all subjects showed that scoring at 2% DHEA was
significantly different from 0.1%, 0-3% and 1%, with a higher mean value. Each box represents values between the 25th and 7 5th percentiles. The
horizontal line is the median. The upper bars extend to the largest value, not exceeding the 75th percentile plus 15 X the height of the box, while
the lower bars extend to the smallest value not below the 25th percentile minus 1°§ X the height of the box. The circle is an outlier,
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Fig 3. (a~h) Autoradiographs of the dermis of postmenopausal women hybridized with the antisense of collage type I €RNA probe. The bright-

ficld photographs show the blue-stained nuclet of the fibroblasts while the dark ficdd of the same photograph indicates the silver grains decorating

the fibroblasts {arrows). (a, b) The skin biopsy was collected before the application of the placebo cream; (¢, d) the biopsy was collected 13 weeks

after placebo cream application. As seen from the photographs (b) and (c), the number of labelled fibroblasts did not increase after application of

the placebo cream. (e, f) The skin biopsy was llected before application of dchydroepiandrosterone (DHEA) cream; (g, h) the biopsy was
collected 13 weeks after the application of 2% DHEA cream. By comparison of the photographs (f) and (g) and (¢) and (h), the number of labelled
fibroblasts signifcantly increased after application of the 2% DHEA cream. (i) Effect of topical application of DHEA on the expression of type 3

promllagen in the dermis of postmenopausal women. There was a significant increase in labdlled fibroblast mRNA in the 2% DHEA group
compared with the placebo group (3*P < 0-001), whereasa trend was found in the 0-3% and the 1% DHEA groups (P = 0:06 and P = 003,
respeclively). Scores are expressed as mean values of the two experts’ scores (a = 70). Each box represents values between the 25th and 75th

pereentiles. The horizontal line is the median. The upper bars extend to the largest value not exceeding the 75th pereentile plus 1°5 X the height of

the box, while the lower bars extend to the smallest value not below the 25th pereentile minus 1-5 X the height of the box. The drcle is an outlier.

antisense probe showed that several fibroblasts were labelled.
For each subject of the placebo group, the silver grain label-
ling intensity and the number of labelled fibroblasts were sm-
ilar before and after treatment In the three groups tha
received the 0:1%, 0:3% or 1% DHEA dose, an increase in the
silver grain labelling intensity and the number of labeled
fibroblasts was observed after treatment in the majority of the
subjects of these groups. For these three groups, higher scores
were recorded although the difference with the placebo group
was significant only for the 2% DHEA group (Fig. 3).

Heat shock protein 47 immunocytochemistry

HSP47 has been reported as a type 1 collagen chaperone
protein.®® As expected, it was found expressed in the cyto-
plasm of basal keratinocytes and demmal cells as well as in
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blood vessel cells (Fig. 4). The labelling intensity of all der-
mal fibroblasts and their processes was higher than in most
other cells. For each subject in the placebo group, when the
staining intensity and the size and number of stained fibro-
blasts were compared before and after eatment, no signifi-
cant differences were observed. In the two groups of women
who received the two lowest doses of DHEA (0:1% and
0-3%), the increase in the labelling intensity and the number
of labelled fibroblasts did not reach the level of statistical sig-
nificance (P = 006 and P = 009 for the 0:1% and 0:3%
doses, respectively) when compared with the placebo group.
However, for the other two groups who received higher
doses of DHEA (1% and 2%), the scoring results were statis-
tically highly significant (P < 0-01) when compared with the
placebo group (Fig. 4), with a strong increase in HSP47
labelling.
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Fig 4. (a-d) Paraffin sections of the skin of postmenopausal women

i ostained with antibeat shock protein (HSP) 47 antibody. In
these representative sections, a strong immunoreactivity could be
detected in the fibroblasts and their processes, while basal
keratinocytes and blood vessels were less reactive. (a) The skin biopsy
was mllected before the application of the placebo cream; (b) the
biopsy was collected 13 weeks after placebo cream application. The
staining intensity and the number of stained fibroblasts are similar in
(a) and (b). (c) The skin biopsy was collected before the application
of dehydrocpiandrosterone (DHEA) cream; (d) the biopsy was
collected 13 weeks after the application of 1% DHEA cream. The
staining intensity and the number of stained Abroblasts in (d) are
clearly higher than in (c). (¢) Effect of topical application of DHEA on
the expression of HSP47 in the dermis of postmenopausal women.
The number of dermal fibroblasts expressing H®47 protein increased
in each group compared with placebo with a statistical difference only
reached in the 1% and 2% DHEA groups (**P < 0-001). Scores are
expressed as the mean between the two experts’ scores {n = 70). Each
box represents values between the 25th and 75th percentiles. The
horizontal line is the median. The upper bars extend to the largest
value not exceeding the 7 5th percentile plus 15 X the height of the
box, while the lower bars extend to the smallest value not below the
25th percentile minus 1+5 X the height of the box. The circle is an
outlier.

Discussion

In this prospective placebo-controlled, randomized study, the
data show the effects of DHEA treatment on the levels of AR,
procoliagen 1 and 3, and HSP47 in the skin of postmeno-
pausal women. A marked stimulation by DHEA of AR levels
was observed in the epidermis, in the absence of spedfic
modification of overall epidermal architecture. In the demmis,
a marked increase in the expression of types 1 and 3 procolla-
gen was observed together with an increased expression of
HSP47, a procollagen chaperone protein.™® An incease of
574% over basal levels of the serum DHEA concentration was
observed after twice-daily application of a 2% DHEA cream,
while a much lower transformation into both androgens and
oestrogens was measured, thus indicadng the limited trans-
formation of DHEA into active sex steroids in postmenopausal
women.*®

In light of this effect of DHEA on the serum levels in post-
menopausal women, we investigated for the first fime the
consequences of DHEA treatment on overall skin structure,
morphology and gene expression, induding both the epider-
mis and dermis compartments. In a previous study, it was
observed that after 4 weeks of topical application of DHEA,
procollagen ol significantly increased in both aged and young
human skin.*® In mice, after 3 weeks of daily administration
of a DHEA physiological dose, an increase of AR expression
was observed in epidermal cells and in sebocytes.’’ AR
expression was also reported in human eccrine sweat glands
and in saalp skin.****7¢ In the present study, AR expression
was detected in most of the nudei of the epidermal cells and
a significant increase was detected in response to DHEA weat-
ment compared with placebo. These findings, in addition to
those describing the presence in the skin of the main steroido-
genic enzymes™®*7** ave in agreement with the belief that the
human skin synthesizes a significant amount of sex steroids
from DHEA, induding the potent androgen DHT.*¢

Using immunostaining, we also investigated the expression
of ERa in epidermal cells where a low expression was observed
in most of the nuclei (data not shown). ERf expression was
also  ivestigated and in  agreement with previous
observations,”® a much swonger expression than the ERa
immunostaining was observed in most of the nuclei. However,
the expression of ERa and ERJ did not change when compar-
ing the DHEA-treated groups with the placebo group.

In the present smdy, using CDC47 and Ki-67 cell prolifera-
tion markers, we also investigated and scored epidermal cell
proliferation and epidermal thickness in the five examined
groups but no significant differences were observed (results
not shown). Thus, under our experimental conditions, DHEA
treatment induced an increase in AR expression but that
increase was not associated with a measurable increase in cell
proliferation or in epidermal thickness.

The loss of skin firmness and elasticity, together with in-
aeased wrinkles, has been widely desaibed as the dinical
reflection of deep modifications in the collagenous and elastic
fibres accompanying ageing. Alterations in collagen, the main

@ 2010 The Authors
BID @ 2010 British Association of Dermatologists 2010 163, pp%68-976

224



structural compenent of the skin dermis, were observed in
both chronologically and photoaged skin.***? Indeed, an aver-
age of 2:1% decrease in collagen dermal content was reported
per postmenopausal year for up to 15 years."' Most studies
have suggested that collagen loss was more dosely related to
mencpause than to chronological age and was most likely
related to hormonal effecs ****

Among the various types of collagens, type 1is known to be
the major collagen of human dermis as'it represents > 90% and
because of its recognized aucial role in the structural integrity
of the dermis.*" Besides type 1 collagen, type 1Il collagen is
found in most connective tissues and is usually coexpressed
with type I collagen. Under physiological conditions, the
amount of type Il collagen regulates the diameter of type I
fibrils.*** In 2 previous study, a statistcally significant decrease
in total collagen synthesis was observed with increasing donor
age.” In addition, it has been reported that the total collagen
content and the ratio of type 11l to type 1 collagen dedines with
age, this process being at least partially linked to an increase in
marix mealioproteinase (MMP) expression.

The degradation of collagen has also been linked to the
activity of MMP collagenase. Lee et al™® reported that very
high concentrations of DHEA in cultured human fibroblasts
led to an increase of the human procollagen a1 and a decrease
of the collagenase regulation gene at the manscriptional level.
An effect of DHEA in the regulation of the production and
degradation of the exwracelular mamix has also been
reported.”® The authors indicated that DHEA administration
could increase procollagen synthesis and inhibit collagen deg-
radation by decreasing MMP-1 synthesis and increasing tissue
inhibitor of metalloproteinase (TIMP)-1 production in cul-
tured dermal fibroblasts. These authors have also reported that
the topical applicadon of 5% DHEA on young and aged
human skin significantly increased the expression of procolla-
gen ot mRNA and protein. On the other hand, a decrease of
MMP-1 and protein together with an inaease of TIMP-1 pro-
tein were described.” Nevertheless, other studies present dif-
ferent condusions as it was reported that DHEA increased type
I collagen and TIMP-1 gene expression, but decreased type |
collagen, MMP-1 and MMP-3 expression.”®

The present smdy describes an increase in the expression of
both procollagen 1 and 3 mRNA following local application
of DHEA. In addition, we have shown that HSP47 protein lev-
els significantly increased with DHEA treatment. As HSP47 has
been described as a type 1 collagen chaperone protein,* this
upregulation underlines early modification in the regulation of
extraceliular matrix production. In addition, the HSP47 immu-
nostaining showed an important increase in dermal fibroblast
size in response to DHEA treatment

In conclusion, it is well known that the skin undergoes
regressive changes after menopause and that these changes are
mainly related to a loss of skin collagen content The potent
stimulatory effect of ropical DHEA reflected by an increase in
the number and size of dermal fibroblasts and the expression
of procollagen types I and 3 suggest the possibility that topi-
cal DHEA could be a useful antiageing agent in the skin.
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What’s already known about this topic?

¢ In preclinical models, dehydroepiandrosterone (DHEA)
‘has been shown to induce demal thickening, increase
number and size of sebaceous glands and accelerate
“wound healing in oyariectomized mice.

o In postmenopausal women, skin DHEA has been shown
to be involved I the regulation of collagen and extra-
cellular mamrix metalloproteinase synthesis.

* Using microarrays, topical DHEA has been shown to

odulate the expression of several demmal genes, espe
cially those involved in collagen formation.

What does this study add?

o The present study shows that after daily topical applica-
tion of DHEA on the skin of posmenopausal women for
13 weeks, the expresion of androgen receptor was
markedly increased in the dermis, as evaluated by immu-
nocytochemisiry, while the expression levels of procolla-
gen 1 and 3 mRNA measured by in site hybridization
were also increased in the same skin compartment,

o The expression of heat shock protein 47, a molecule:
believed to have a chaperone-like function in collagen
biosynthesis, was also found by immunocytochemistry
to be increased by DHEA in the dermis.

Acknowledgment
Funding was provided by Endorecherche inc.

References

1 Zouboulis CC, Boschnakow A. Chronological ageing and photo-
ageing of the human schaccous gland Clin Exp Dametol 2001;
26:600-7.

2 Labric F, Bélanger A, Belanger P et d. Androgen glucuronides,
instead of testosterone, as the new markers of androgenic activity
in women, | Steroid Biochan Mol Bl 2006; 99:182-8.

3 Labric F. DHEA after menopause — sole source of sex steroids and
potential sex steroid defidency treatment Meaopouse Mamag 2010;
19:14-24,

4 Jemece GB, Serup J. Short-term effects of topical 17 beta-oestradiol
on human post-menopausal skin. Motanites 1989; 11:229-34.

5 Punnonen R. Vaajalaht P, Teisala K. Local ocstriol treatment
improves the structure of elastic fibers in the skin of postmeno-
pausal women. Am Chir Cyneewo! Suppl 1987; 202:39-41.

6 Bélanger A, Candas B, Dupont A a d. Changes in scrum concentra-
tions of conjugated and unconjugated steroids in 40- 10 80-ycar-
old men. | Clin Endocrinol Meteh 1994; 79:1086-90.

7 Labric F, Bélanger A, Cusan L et d. Marked dedine in serum con-
centrations of adrenal C19 sex steroid precursors and conjugated
androgen metabolites during aging. | On Eadoginl Meach 1997;
82:2396-402



976 DHEA treatment and postmenopausal skin, M. El-Alfy et ol

8 Labrie F, Luu-The V, Belanger A at al. Is DHEA a hormone? Starling
review. | Endocrinal 2005; 187:169-96.

9 Oremtreich N, Brind JL, Rizer RL, Vogelman JH. Age changes and
sex differences in serum dehydrocpiandrosterone sulfate concentra-
tions throughout adulthood. | Clin Endocrinal Metab 1984; $9:551-5.

10 Tchernof A, Despres JB, Dupont A et al. Relation of steroid hor-
mones to glicose tolerance and plasma insulin levels in men. Diebe-
tes Care 1995; 18:292-9.

11 Mackwen EG, Kurzman ID. Obesity in the dog: role of the
adrenal steroid dehydroepiandrosterone (DHEA). | Nutr 1991;
1218515,

12 Coleman DL, Schwizer RW, Leiter EH. Effect of genetic background
on the therapeutic effects of dehydroepiandrosterone (DHEA) in
diabetes-obesity mutants and in aged normal mice. Dishetss 1984;
33:26-32.

13 Nestler JE, Clore N, Blackard WG. Dehydroepiandrosterone: the
‘missing link’ between hyperinsulinernia and atherosclerosis? FASEB
1 1992; 6:3073-5.

14 Labric F, Archer D, Bouchard C et ol. Intravaginal dehydroepian-
drosterone (Prasterone), a physiological and highly efficient treat-
ment of vaginal atrophy. Mesopause 2009; 16:907-22.

15 Labrie F. Archer D, Bouchard C etaol. Effect on intravaginal de-
hydrocpiandrosterone (Prasteronc) on libido and sexual dysfuinc-
tion in postmenopausal women. Mempause 2009; 16:923-31,

16 Labrie F, Archer D, Bouchard C a el Serum steroid levels during
12-week intravaginad dehydroepiandrosterone administration. Mano-
pause 2009; 16:897-906.

17 Baulicu EE, Thomas G, Legrain S etel Dehydrospiandrosterone
(DHEA), DHEA sulfate, and aging: contribution of the DHEAge
Study to a sodobiomedical issue. Proc Netl Aced Si USA 2000;
97:4279-84.

18 Diamond P, Cusan L, Gomez JL et o, Metabolic effects of 12-month
percutaneous DHEA  replacement therapy in pe

ypausal
5

29 Shin MH, Rhie GE, Park CH a o, Modulation of wllagen meta-
bolism by the topical application of dehydroepiandrosterone to
human skin. | lvet Demmatal 2005; 124:315-23.

30 Galvo E, Luu-The V, Morissette J @ d. Pang ic changes inds
by DHEA in the skin of postmenopausal women. | Stewid Biochem
Mol Biol 2008; 112:186-93.

31 Tacha DE, Chen T. Modified antigen retrieval procedure: calibra-
tion technique for microwave ovens. | Histotechnol 1997; 17:365-6.

32 Thomton Mj, Taylor AH, Mulligan K a al. Oestrogen receptor beta
is the predominant oestrogen receptor in human scalp skio. Egp
Dermatal 2003; 12:181-90.

33 Dafforn TR, Della M, Miller AD. The molecular interactions of heat
shock protein 47 (Hsp#7) and their implications for collagen
biosynthesis. | Biol Chem 2001; 276:49310-19.

34 Choudhry R, Hodgins MB, Van der Kwast TK « el Localization of
androgen receptors in human skin by immunohistochemistry: im-
plications for the hormonal regulation of hair growth, sebaceous
glands and sweat glands. | Endoinol 1992; 133:467-75.

35 Hibberts NA, Howell AE, Randall VA. Balding hair follicle dermal
papilla cells contain higher levels of androgen receptors than those
from non-balding scalp. | Endocrinal 1998; 156:59-65.

36 Mowszowicz I, Riahi M, Wright F. Androgen receptors in human
skin cytosol. | Clin Endocrinal Metab 1981; 52:338-44,

37 Dumont M, Luu-The V, Dupomnt E a al. Characterization, expression
and immunohistochemical localization of 3beta-hydroxysteraid
dehydrogenase/delta S-delta 4 isomerase in human skin. | Imest
Dermatal 1992; 99:415-21.

38 Hay JB, Hodgins MB. Distribution of androgen metabolizing
enzymes in isolated tissues of buman forehead and axillary skin.
J Endocrinol 1978; 79:29-39.

39 Hsher GJ. Kang §, Varani ] @ ¢l Mechanisms of photoaging and
chronological skin aging, Arch Dermatol 2002; 138:1462-70.

40 M A, Garcia-Bonafe M, Sans M et ol Image analysis of dermal

d

r
wormen. | Endacrinal 1996; 150:543-50.

19 Labrie ¥, Diamond P, Cusan L a al. Efect of 12-month dehydro-
cpiandrosterone replacement therapy on bone, vagina, and endo-
metrium in postmenopausal women. | Clin Endocrinal Metah 1997;
82:3498-508.

20 Morales Aj, Nolan Jj, Nelson JC, Yen 8S. Effects of replacement
dose of dehydroepiandrosterone in men and women of advancing
age, | Clin Endocrinal Meteb 1994; 78:1360-7.

21 Labrie F. Drug insight: breast cancer prevention and tissue-targeted
hormone replacement therapy. Nat Clin Proct Endocrinal Maah 2007;
3:584-93.

22 Azzi L, El-Alfy M, Martel C, Labrie F. Gender differences in mouse
skin morphology and specific effeas of sex steroids and dehydro-
cpiandrosterone. | Invest Darmatal 2005; 124:22-7.

23 Sourla A, Richard V, Labric F, Labric C Exclusive androgenic ¢ fect
of dehydroepiandrosterone in sebaccous glands of rat skin. | Endo-
crinal 2000; 166:455-62.

24 Mills §J, Ashworth JJ, Gilliver SC et al. The sex steroid precursor
DHEA accelerates cutaneous wound healing via the estrogen recep-
tors. | Imest Dermatol 2005; 125:1053-62.

25 Labrie F. Intracrinology. Mol Cell Endocrinol 1991; 78:C113-18,

26 Labric F, Luu-The V, Labric C e ol. Intracrinology and the skin,
Horm Res 2000; 54:218-29.

27 Gingras S, Turgeon C, Brochu N e el. Characterization and modula-
tion of sex steroid metabolizing activity in normal human keratino-
cytes in primary culture and HaCaT cells. | Staoid Biochen Mol Biol
2003; 87:167-79.

28 Labric F, Béelanger A, Bélanger Pet d. Metabolism of DHEA in post-
menopausal women following percutancous administration. | Sterid
Biochem Mol Biol 2007; 103:17 8-88.

collagen changes during skin aging. Anal Quant Cytol Histol 1998;
20:493-9.

41 Brincat M, Versi E, Moniz CF « d. Skin collagen changes in post-
menopausal women receiving different regimens of estrogen ther-
apy. Obstet Gynecol 1987; 70:123-7.

42 Affinito P, Palomba §, Sorrentino C a d. Effects of postmenopausal
hypoestrogenism on skin collagen. Maturites 1999; 33:239-47.

43 Brincat M, Moniz CJ, Studd JW et ol. Long-term effects of the men-
opause and sex hormones on skin thickness. Br | Obstet Gynocol
1985; 92:256-9.

44 Shuster S, Black MM, McVitie E. The influence of age and sex on skin
thickness, skin collagen and density. Br | Dermatol 197 5; 93:639-43.

45 Liu X, Wu H, Byme M aal. Type I collagen is crucial for colla-
gen | hbrillogenesis and for normal cardiovascular development,
Proc Net! Acad Si USA 1997; 94:1852-6.

46 Stevenson K, Kucich U, Whitbeck C e ol Functional changes in
bladder tissue from type I collagen-defident mice. Mal Cdl Biochem
2006; 283:107-14.

47 Johnson BD, Page RC, Narayanan AS, Picters HP. Effects of donor
age on protein and collagen synthesis in vitn by human diploid
fibroblasts. Leb Imest 1286; 55:420-6.

48 lee KS, Oh KY, Kim BC. Hfects of dehydrocpiandrosterone on
collagen and collagenase gene expression by skin fibroblasts in
culture. | Damatol Sa 2000; 23:103-10.

49 jo H, Park JS, Kim EM a d. The in vitn cffects of debydrocpian-
drosterone on human osteoarthritic chondrocytes. Ostecarthritis Carti-
lage 2003; 11:585-94.

© 2010 The Authors
BJD @ 2010 British Association of Dermatologists 2010 163, pp968-976

226



i 10.1654/e52010.1225

Investigative report

Claire DELOCHE!

Anne Marie MINONDO?
Bruno A. BERNARD?
Francoise BERNERD?
Fabien SALAS?

Julien GARNIER?

Emmanuelle TANCREDE?

1 L.'Oréal Recherche,

188, rue Paul Hochart,

BP 553, 94152 Chevilly-Larue,
France

2 L’ Oréal Recherche, Clichy, France

* L’Oréal Recherche, Aulnay-sous-Bois,

France
4 BIOalternatives, Gencay. France

Reprints: C. Deloche
<cdeloche@rd.loreal.com>

Article accepted on 11/19/2010

ANNEXE 8

Eur J Dermatol 2011; 21(2): 191-6

Effect of C-xyloside on morphogenesis of the
dermal epidermal junction in aged female skin.
An unltrastuctural pilot study

A placebo-controlled randomized pilot study was performed on five
postmenopausal women aged from 60 to 75 years. The women applied
320 mg (2 mg/em?) of either placebo or 10% C-B-D-xylopyranoside-2-
hydroxy-propane (C-xyloside) cream to each outer forearm twice daily
for 3 months. At the end of the treatment, skin biopsies were collected
from application areas on both forearms. Transmission electron micro-
scope examinations revealed skin ultrastructural changes at the dermal
epidermal junction (DEJ) after 10% C-xyloside application for 3 months.
The morphological appearance of the DEJ showed strong improvements,
with more homogeneous and regular lamina densa in the C-xyloside-
treated compared to the placebo treated skin areas. The number of
zones showing basement membrane re-duplication was indeed strikingly
reduced on C-xyloside-treated skin. These ultrastructural results were
further confirmed by a statistically significant increase in the expres-
sion levels of a6-integrin the and laminin-332, as estimated by immuno-
histochemistry. Altogether, these data suggest that topical C-xyloside
application in vivo may be efficient in inducing a better dermal-epidermal
cohesion when such a junction is deficient, as is the case in photo-aged or
chronologically aged skin. Moreover, a statistically significant increase
in CD44 expression was noted in the epidermis of C-xyloside-treated
compared to the placebo treated skin areas.

Key words: skin ageing, dermal epidermal junction, C-xyloside, Lami-
nin 332, « 6-integrin subunit

consequence of both intrinsic factors linked to chro-

nological ageing. and extrinsic or environmental
factors. The resulting effects, such as skin laxity and wrinkle
formation, are clinically obvious. Some of the morphologi-
cal and biological changes which underline clinical damage
are well characterized. Forexample, at the tissue level, these
alterations have been demonstrated by standard histology
and immunohistochemistry: epidermal atrophy. flattening
of the dermal-epidermal junction (DEJ) and elastic fiber
elastosis [1-3]. At the cellular or molecular level, electron
microscopy [4] or analytical techniques such as transcripto-
mic studies [3] provide fine details of age-related alterations
affecting all skin compartments.
In the epidermis, proliferation rates and keratinocyte dif-
ferentiation are altered. The expression of molecules
specifically involved in the adhesion of basal keratinocytes
(integrins) or keratinocyte cohesion (CD44) decreases [6-
8]. In the dermis, the architecture of the extracellular matrix
is also progressively altered during aging. The mechanical
properties and the solubility of collagen fibers decrease.
the elastic fiber network deteriorates, glycosaminoglycan
(GAGs) and proteoglycan (PGs) synthesis is strongly alte-
red, both quantitatively and qualitatively [9,10].
Besides age-related epidermal and dermal modifications,
alterations of the DEJ molecular structures have also been

S kin ageing is a physiological process which is a
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described [4]. Notably, a major change described in skin
ageing is the re-duplication of the lamina densa, corres-
ponding to the presence of several superposed layers of
lamina densa, and the associated anchoring fibril complex
[4]. Moreover a decrease in collagen VII expression, which
is responsible for anchoring the basement membrane to
dermal collagen fibers, has been reported [11]. These modi-
fications might have strong repercussions on the overall skin
biology and properties, considering that the lamina densa
and its associated anchoring fibril complex have an essen-
tial role at the epidermis-dermis interface. DEJ is indeed
a complex structure resulting from interactions between
epidermal keratinocytes and dermal fibroblasts [12, 13],
ensuring the cohesion between the dermis and epidermis
but also providing a dynamic interface for the regulation
of soluble factor exchanges between the two compartments
[14. 15]. During the ageing process, alterations found in
both the epidermis and dermis as well as at the DEJ level
would thus entail progressive functional changes in skin
resistance to mechanical stress [16, 17] and tissue homeo-
stasis [17], and ultimately deterioration of the whole skin
appearance and wrinkle development.

Of note, GAGs and proteoglycans are major components
of extracellular matrix and DEJ, and heparin sulfate and
chondroitin sulfate are linked by xylose to serine residues
of core proteins. More than 35 years ago, Okayama and
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colleagues found that D-xylose in B-linkage to a hydro-
phobic aglycone could mimic glycosyltransferase natural
substrate [18] and xylose derivatives such as B-xylosides
have been shown to increase GAGs synthesis [19]. None of
these structures, however, were based on a C-xyloside bond
between sugar and alky! chains. Recently, C-glycosides
received increasing interest as carbohydrate biomimetics
and the substitution of an O-glycosidic position of native
carbohydrate structures by a C-glycosidic carbone-carbone
linkage rendered such analogues stable against acidic or
enzymatic hydrolysis [20]. The C-B-D-xylopyranoside-
2-hydroxy-propane (here referred to as C-xyloside) was
therefore aimed to do so [21]. This stable structure indeed
revealed a specific profile of activity with increased GAGs
but, more interestingly. heparan sulfate proteoglycans (HS-
PGs) in skin cell cultures as well as in an organotypic model
of atrophic human skin [22]. It also increases CD44 hyalu-
ronic acid receptor expression [23]. and thus may also have
a role in the regulation of epidermal homeostasis. Interes-
tingly. in a reconstructed skin model, it has been shown
to increase deposition of basement membrane components
such as collagen IV, collagen VII and laminin a3B3vy2
(laminin 332) as well as sub-epidermal components such
as pro-collagen I and fibrillin 1 [23]. This effect was sup-
posed to be triggered by interactions between GAGs/PGs
and fibrillar matrix proteins. Perlecan and syndecan, both
induced by C-xyloside [22]. were actually found to bind to
basement membrane components [24-26].

Previous unpublished transmission electron microscopy
studies from our laboratory on human in vifro reconstruc-
ted skin (Realskin®) revealed that C-xyloside induced the
production of a significant number of anchoring filaments
in the subepidermal basement membrane zone, an increase
in microfibrillar bundles in the upper dermis and a gly-
cosaminoglycan accumulation along the collagen fibrils.
The purpose of the present pilot clinical study was to
confirm whether ultrastructural improvement of the dermal
epidermal junction was also detectable in vivo following C-
xyloside application on the skin in a homogeneous group
of aged volunteers (post menopausal women).

Subjects and methods

A double-blind randomized trial was performed to evaluate
the clinical effects and the ultrastructural changes in aged
skin with a 3-month daily application of a cream containing
10% C-xyloside. This concentration was chosen, taking into
account the 0.016% in vitro effective concentration [23]
and a 3 to 7% bio-availability when topically applied. The
study protocol was approved by the Ethics Committee of
the Hospital Saint-Louis in Paris, France.

Subjects

In this pilot double blind study, five healthy postmenopau-
sal women (phototypes I to III). aged 60 to 65 years, were
recruited. This panel was chosen because skin modifica-
tions linked to the menopause closely reflect those observed
during chronological aging [27]. Moreover, this panel was
selected with a homogeneous densiscore grade of 4 (on a
0-5 scale) [17], reflecting a similar advanced skin aging

192

level. All subjects signed informed consent. Subjects with
a known allergy to any of the ingredients of the cosme-
tic cream or to the local anaesthesia (xylocaine) required
to collect punch biopsies were not included. No topical
application of any other product onto the tested skin areas
(forearms) was permitted. The other inclusion criteria were:
a negative serology for HIVI/HIV2, hepatitis B (antigen
Hbs) and hepatitis C within the week prior to starting the
study: no hormone replacement therapy for one year before
the study.

Women were randomized on location to receive topical
application of a 10% (weight/volume) C-xyloside cream to
one forearm (more precisely to the outer elbow bend) and
placebo (vehicle) cream to the other forearm (same area).
The first application of the creams was supervised by the
investigator at the inclusion visit (Day 1). Subjects were
then instructed to apply about 320 mg (2 mg/em?) of each
cream to the allocated forearm twice daily, in the morning
and evening, for 3 months. Visits took place on D1 (Day 1)
at baseline, on D15, D29, D43, D57 and D71 for control
visits, on D85 for biopsy collection and on D92 and D99
for wound healing control.

Clinical assessments

Skin biopsies

Two punch biopsies (3 mm in diameter) were collected from
both forearms of the 5 volunteers. under local anesthesia,
after 3 months of treatment. One biopsy was processed for
transmission electron microscopy (TEM), the other one for
immuno-histochemistry.

Electron microscopy

Skin biopsy samples were processed in order to enhance
the electron density of extracellular matrix components.
Freshly obtained biopsies were fixed directly in 2.5%
glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH
7.4) containing either 0.7% RHT (Ruthenium Hexamine
Trichloride, Polysciences Inc.) or 1% tannic acid (Poly-
sciences Inc.) for 4 h at room temperature. The samples
were minced into | mm’ pieces before post-fixation in
1% osmium tetroxide in 0.1 M sodium cacodylate buf-
fer either containing 0.7% RHT or not, for 1 h at room
temperature. After dehydration in graded ethanol solu-
tions, all the samples were embedded in Epon-epoxy
mixture (EMBed-812 embedding kit. Electron Microscopy
Sciences). Toluidine blue stained semi-thin sections were
observed under a Leica DMLB light microscope (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). Ultrathin sections, cut
with adiamond knife ona RMC MT-7 ultramicrotome, were
weakly counterstained with a 4% alcoholic solution of ura-
nyl acetate and Raynolds’ lead citrate and were examined
on a Zeiss CEM 902 A transmission electron microscope
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

Immunohistochemistry

Immediately after collection. the 3 mm diameter biop-
sies were embedded in Tissue-Tek OCT compound (Miles,
Naperville, IL, USA) quickly frozen over dry ice and
stored at —80 °C until use. After thawing, cryosections
were fixed in acetone/methanol mixture and air-dried. After
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treated (B, D, F) skin samples were stained with HE.
Bar=25 pm.

saturation with PBS-Tween20 containing 5% non-fat dried
milk, slides were incubated for | hour with the primary
antibody diluted in PBS- Tween20 as follows: 1:50 for
anti-laminin-332 (MAB 1947, Chemicon, Hants, UK), 1:50
for the anti-integrin o6 subunit (SC13542, SantaCruz Inc.,
Santa Cruz, CA, USA), 1:50 for anti-collagen IV (MO785,
Dako, Trappes, France), 1:200 for anti-nidogen (481978,
Calbiochem, France Biochem, Meudon, France), 1:100
for anti-perlecan (13-4400, Zymed, Montrouge, France).
and 1:200 for anti-CD44 (SC-7297. Santa Cruz). Immuno-
labeling was performed using an automater immunostainer
(Autostainerplus Dako, Trappes). After washing, an Alexa
Fluor 488-conjugate Goat anti-mouse was used as secon-
dary antibody. Nuclear counterstaining using propidium
iodide (P4170, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) was carried out. Slides were washed in PBS-
Tween20 buffer and were mounted with “Fluorescent
Mounting Medium” middle (S3023, Dako). In each condi-
tion, slides were examined with a NIKON DXM [200F
microscope, piloted by Lucia 4.8 software. The quantifi-
cation of fluorescence intensity was made with Lucia 4.8
software. Descriptive analyses (mean intensity of fluores-
cence) were generated for each treatment. For overall skin
architecture observation, sections were also stained with
haematoxylin and eosin (HE).

Results

Topical treatment with C-xyloside does not modify the
overall epidermal morphology

Morphological analysis of C-xyloside treated skin revealed
a normal appearance without any alterations in the epider-
mal differentiation and overall skin architecture was similar
to that of placebo control (figures 1A-F). A slight difference
could nevertheless be detected at the DEJ, which looked
fuzzy in control samples and sharper in C-xyloside treated
samples.

EID, vol. 21, n® 2, March-April 2011

Figure 2. Transmission electron microscopy of aged skin. A,
C, E) Numerous areas with reduplicated lamina densa (LD)
(arrows) were seen at the DEJ in the placebo-treated aged skin
after 3 months. B, D, F) Note the improvement in the struc-
tural appearance of LD in C-xyloside-treated aged skin afler
3 months: neither re-duplication of the LD nor disruption can
be noticed.

Topical treatment with C-xyloside induces
normalization of the DE]J

In aged skin samples treated with placebo cream, the
major feature observed in the DEJ ultrastructure was a
re-duplication of the lamina densa (figures 24, C, E) in
several areas along the basement membrane (BM). In all
analyzed samples from skin areas treated with the 10% C-
xyloside cream, the DEJ appeared more homogeneous. In
every sample, the lamina densa showed a striking decrease
in re-duplication (figures 2B, D, F).

Topical treatment with C-xyloside stimulates the
expression of DEJ components

Since C-xyloside treatment induced a normalization of
the DEJ at the ultrastructural level, we then questioned
whether the expressions of laminin-332, the a6-integrin
subunit, collagen IV and perlecan DEJ components were
also stimulated after in vivo C-xyloside treatment. Indeed,
laminin-332, the ab-integrin subunit and collagen IV were
previously reported as induced by C-xyloside in in vitro
reconstructed skin [23] while perlecan expression was
found to be induced by C-xyloside in corticosteroid atrophic
human skin [22].

Laminin-332

As expected. Laminin-332 was expressed at the DEJ in
control biopsies (figure 3A). Nevertheless, after 3 months’
treatment. the intensity of laminin-332 labeling appeared
stronger at the DEJ of C-xyloside treated skin samples
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Figure 3. Effect of C-xyloside on the deposition of basal
membrane-specific proteins (laminin 332 and the a6-integrin
subunit) in aged human skin. Immunofluorescence labellings
were performed on biopsies collected after 3 month treatment.
Note a higher fluorescence intensity in C-xyloside treated (C,
D) compared to placebo treated group (A. B). (A, C): laminin-
332, (B. D): the a6-integrin subunit. Quantitative analyses of
fluorescence intensity of laminin 332 and the ae6-integrin subu-
nit at the dermal epidermal junction level showed an increase
by 30% and 50%. in C-xyloside treated group versus control,
for laminin 332 (E) and a6-integrin the (F). respectively.
AU = Arbitrary Unit.

(figure 3C). A quantitative analysis of mean fluorescence
intensity revealed a 30% increase in C-xyloside treated
compared to the placebo treated sample group (figure 3E).

«wb-integrin subunit

For the a6-integrin subunit, labeling was also found at
the DEJ level in control (placebo treated) skin biopsies
(figure 3B). Compared to placebo samples. however. the
intensity of «6-integrin subunit labeling was markedly
increased in samples from skin treated for 3 months with
C-xyloside compared to samples from placebo treated skin
(figure 3D). A quantitative analysis of mean fluorescence
intensity revealed a 50% increase in the C-xyloside group
compared to the placebo group (figure 3F).

Collagen IV and Perlecan

Although a 10% increase in intensity labeling was observed
for both markers in the C-xyloside group, it did not reach
statistical significance (results not shown).

Topical treatment with C-xyloside stimulates CD44
expression in the epidermis

Since CD44 expression decreased in aged skin [8] and
was found induced by C-xyloside in corticosteroid atrophic
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Figure 4. Effect of C-xyloside on CD44 expression in aged
human skin. Immunofiuorescence labellings were performed
on biopsies collected after 3 months’ treatment. Note: a higher
fluorescence intensity in C-xyloside treated compared to pla-
cebo treated group. Quantitative analysis of CD44 fluorescence
intensity showed an increase by 117%. in the C-xyloside trea-
ted group compared to the placebo group. AU = Arbitrary
Unit.

human skin [22]. we questioned whether in vivo C-xyloside
treatment would stimulate its expression in aged skin. Com-
pared to placebo samples (figure 4A), the intensity CD44
labeling was markedly increased in samples from skin trea-
ted for 3 months with C-xyloside compared to samples from
placebo treated skin (figure 4B). A quantitative analysis
of mean fluorescence intensity revealed a 117% increase
in the C-xyloside group compared to the placebo group
(figure 4C).

Discussion

It has been previously demonstrated that C-xyloside had
biological effects on DEJ morphogenesis in a reconstructed
skin model [23]. and more specifically, in the corticoste-
roid atrophic skin model on the expression of basement
membrane components [22]. Notably, in a reconstructed
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skin model. it has been shown to increase the deposition of
basement membrane components such as collagen 1V, col-
lagen VII and laminin 332. as well as dermal components
such as pro-collagen I and fibrillin 1 [23]. In the atrophic
skin model, C-xyloside has been shown to increase skin
expression of glycoaminoglycans and proteoglycans, such
as perlecan at the DEJ [22].

In the present study. we were looking for correspon-
ding effects on aged human skin in vivo. This pilot
study was carried out on 5 women, 60 to 65 year old.
applying a 10% C-xyloside cream daily for three months.
Classical histology revealed an increase in sharpness of
basement membrane zone. At the ultrastructural level,
significant morphological changes were noted at the DEJ.
The DEJ appeared more consistent with a homogeneous
and regular aspect on C-xyloside treated aged skin com-
pared to placebo treated, in which a re-duplication was
constantly observed. The DEJ structural appearance in C-
xyloside treated skin thus was similar to that of young
skin [4] and C-xyloside treatment clearly seemed to
improve some of the structural signs of cutaneous ageing
[4.28].

In addition to a better ultrastructural DEJ homogeneity, we
observed that C-xyloside treatment induced an increase in
laminin-332, an essential component of the basal mem-
brane, together with an increase in the a6-integrin subunit,
a specific trans-membrane component of the laminin-332
receptor at hemidesmosomes. Although not statistically
significant, a 10% increase in collagen IV and perlecan labe-
ling was also noted. Takeda et al. [29] reported that a higher
level of laminin-332 improved the grafting efficiency of
keratinocytes on the epidermal basement membrane (BM)
which is crucial for the attachment. Moreover some diseases
involving mutations in genes encoding for laminin-332
were characterized by DEJ disruption, thus emphasizing the
contribution of DEJ in resistance to mechanical stress [30].
In addition, among the various proteins of the epidermal
basement membrane, it has been reported that laminin-
332 is involved in correct DEJ component localization [31]
and could accelerate basement membrane formation [32].
Altogether, these interconnecting proteins are responsible
for the maintenance of the integrity of the dermal epider-
mal junction architecture. In the present study. histological,
ultrastructural and immunofluorescence data demonstrate
that, with a 3 month C-xyloside treatment, the DEJ qua-
lity of aged skin can be improved, with an increased
deposition of key components such as laminin-332, the
«b-integrin subunit and to a lesser extent, collagen IV
and perlecan. Considering the similarity of theses results
with those obtained in an in vitro model [23], one might
predict that collagen VII. collagen 1 and fibrillin 1 depo-
sition could also be improved, although it remains to be
demonstrated.

Of note, the improvement noticed at the DEJ level with
C-xyloside treatment was accompanied by an increased
epidermal CD44 expression, previously found decreased in
aged skin [8], as well as in corticosteroid atrophic skin [22].
Again, the similarity of the results obtained in an ex vivo
model [22] and in in vivo aged skin is striking, One might
thus predict that increased syndecan 1 and 4 [22] could also
be observed. The increased CD44 expression might trans-
late into a better keratinocyte-keratinocyte adhesion and
hence, epidermal cohesion.

EID, vol. 21, n* 2, March-Apsif 2011

Conclusion

It is well known that with ageing, the skin undergoes
regressive changes including DEJ flattening and lamina
densa re-duplication, resulting in a weakened resistance
to mechanical stress [16, 17]. The present study suggests
that C-xyloside may have a potent beneficial effect on
DEJ morphology and could contribute to improve base-
ment membrane integrity, especially when it is damaged
during the ageing process. We believe that caring for the
DEJ structural integrity is pivotal to maintaining healthy
skin and preventing the first stage of structural and functio-
nal changes of the epidermis in aged skin. Altogether, the
overall modifications observed in response to C-xyloside
treatment of aged skin might result in a better cohesion,
both at the DEJ and epidermal levels. an improved epider-
mal homeostasis and, in the long term. an improvement of
wrinkles. Clinical studies on a larger number of volunteers
are needed to confirm these biological effects. B
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Abstract

Healthy postmenopausal women aged 60-65 years (n=150) were randomized to receive twice daily application on the skin of 3¢ of a
0.3% dehydroepiandrosterone (DHEA) or placebo emulsion for 12 months. Serum DHEA and eleven of its metabolites were measured at
screening and on day 1. as well as at 1, 3. 6, 9 and 12 months to study long-term metabolism. While serum DHEA and androst-5-ene-
3B, 17B-diol (5-diol) increased by 203% and 178%, respectively. on average, during the 12-month period, the sum of concentrations of the
metabolites of androgens, namely androsterone glucuronide (ADT-G). androstane-3o.178-diol-3G and -17G increased by only 71% while
usually non statistically significant changes of 30%. 17% and 20% were observed for estrone (E;), estradiol (Ez) and E; sulfate (E;-S),
respectively.

Despite the return of serum DHEA to normal premenopausal values with the present DHEA treatment regimen, the 65% decrease in the
androgen pool found in this group of postmenopausal women is in fact corrected by only 24%. thus remaining 41% below the values found in
normal premenopausal women. In fact, the changes in serum DHEA observed after percutancous DHEA administration are a 186% overestimate of
the true changes in androgen formation while the overestimate of estrogen production is even much higher. On the other hand, the pharmacokinetics
of the steroids are stable over the 12-month period with no significant induction or decrease of activity of the enzymatic systems transforming
DHEA predominantly into androgens.
© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

While the ovaries and the testes are the exclusive sources
of androgens and estrogens in lower mammals, the situation
is very different in man and higher primates, where active sex
steroids are for a large part (androgens in men) or wholly (after
menopause for estrogens in women) synthethized locally in
peripheral tissues, thus permitting target tissues to adjust the for-
mation and metabolism of sex steroids according to local needs
[1]. Such a local biosynthesis and action of androgens in target
tissues eliminates the exposure of other tissues to androgens and
thus minimizes the risks of undesirable masculinizing or other
androgen-related side effects. The same applies to estrogens,
although a reliable parameter of total estrogen secretion (com-
parable to the glucuronides identified for androgens) has yet to
be determined.

The almost exclusive focus on the role of ovarian estrogens
in women has removed the attention from the dramatic 70% fall
in circulating DHEA which already occurs between the ages
of 20-30 and 50-60 years [2-5]. Since DHEA is transformed
into both androgens and estrogens in peripheral tissues, such
a fall in serum DHEA and DHEA-S explains why women at
menopause are not only lacking estrogens but are also deprived
from androgens. This situation has been proposed to be asso-
ciated with age-related diseases, including skin atrophy, insulin
resistance [6,7]. obesity [8-10], bone loss, vaginal atrophy, type
2 diabetes, loss of muscle mass and strength (see Labrie [11]. for
review). Moreover, much attention has been given to the benefits
of DHEA administered to postmenopausal women, especially on
the bone, skin, vagina, type 2 diabetes, loss of muscle mass. fat
accumulation and well being after oral [12-14] as well as per-
cutaneous [15,16] administration of the precursor steroid (see
Labrie [11], for review).

While one would ideally like to know the level of andro-
genic activity in each specific tissue, such a direct measurement
of the intratissular concentration of the active androgens is not
possible in the human except under exceptional circumstances
such as in samples of tissue obtained at surgery [17-19]. How-
ever, while not permitting the assessment of androgenic activity
in specific tissues, measurement of the glucuronide derivatives
of androsterone (ADT) and androstane-3a,173-diol (3a-diol)
by validated mass spectrometry techniques permits a precise
measure of the total pool of androgens in the whole organism
[20-23]. In fact, itis now well established that uridine glucurono-
syl transferase 2 B7 (UGT 2 B7), UGT 2 B15 and UGT 2 B17
are the three enzymes responsible for the glucuronidation of all
androgens and their metabolites in the human [24]. This recent
completion of the identification and characterization of all the
human UDP-glucuronosy! transferases now makes possible the
use of the glucuronide derivatives of androgens as markers of
the total pool of androgens in both women and men.

We have recently shown in a 2-week study [22] as well asina
3-month study [21]. that DHEA is transformed into active andro-
gens and estrogens in peripheral intracrine tissues with no or
minimal release of the active steroids estrone (E; ), estradiol (E;)
or testosterone in the circulation. The present 12-month study
has permitted to study the changes in serum DHEA and eleven

of its metabolites over a long-term 12-month period of twice
daily application on the skin of 3 g of a 0.3% DHEA emulsion
in postmenopausal women. Such data provide important infor-
mation on the stability of DHEA metabolism over a long period
of percutaneous administration which avoids the metabolism
associated with first pass through the liver and closely mimics
endogenous DHEA secretion and metabolism.

2. Subjects, materials and methods
2.1. Subjects

One-hundred and fifty (150) healthy postmenopausal Cau-
casian women aged 6005 years participated in this study
after IRB approval and having given written informed con-
sent. No subject had taken hormone replacement therapy during
the previous 6 months. No subject was suffering from an
endocrine disorder, and none was under treatment with lipid-
or glucose-lowering agents. There was no active or history
of thromboembolic disease, significant metabolic or endocrine
disease and no clinically significant gastrointestinal, liver or
gallbladder disease. There was no migraine and no diabetes
mellitus not controlled by conventional therapy. There was no
corticosteroid treatment within 6 weeks of study entry as well
as treatment with B-carotenoid, retinoic acid, hydroquinone, «-
hydroxyacid (including inhaled, topical or oral). There was no
hypertension equal to or above 160/95 mmHg or not controlled
by standard therapy as well as no confirmed clinically significant
depression or confirmed severe psychiatric disturbance.

There was no administration of any investigational drug
within 30 days of screening visit or previous treatment with
androgens or anabolic steroids within 6 months prior to the
screening visit. There was no exposure to or use of antide-
pressants, antipsychotics, or analgesics, within 30 days prior
to enrollment. Smoking any number of cigarettes was an exclu-
sion criteria. There was no former or present narcotic addiction
oralcoholism. The body weight ranged between 18.5 and 29.9 of
ideal body weight according to Body Mass Index (BMI). There
was no hepatic or renal impairment or condition known to affect
drug or steroid metabolism. All subjects had a medical history,
complete physical examination, serum biochemistry as well as
complete blood and urinalysis.

Each subject was randomly assigned to placebo or 0.3%
DHEA. Daily, before breakfast, and after supper. for 12 months,
subjects received 3.0 ml of one of the two emulsions. All sub-
jects were instructed to apply the study treatment twice daily
(in the morning between 0:600 and 10:30 h and in the evening
between 18:00 and 22:30 h) during 12 months. The first applica-
tion of the study treatment was carried out at the investigational
site where instructions were provided to the subjects on how to
apply the topical emulsion. Three hundred microliters (0.3 ml)
of the emulsion were applied on the forehead and face (including
2 cm past the hair line, on the upper forehead and the upper lip),
0.3 ml on the upper chest, 0.3 ml each on the back of right and
left forearms and back of hands, 0.3 mi each on the back of right
and left arms, 0.3 ml each on the external face of the right and
left legs, 0.3 ml each on the upper half of external face of both
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Table 1

Changes in serum DHEA (A) and 5-diol (B) levels in 60-65 year-old postmenopausal women administered 3 g of a 0.3% DHEA emulsion or placebo twice daily on

the skin for 12 months

Group SCR/MDay | Day 28 3 months 6 months 9 months 12 months
(A) DHEA (ng/ml)
Placebo 204 £0.02(74) 202+ 0.13(73) 1.60 £ 0.09 (72) 212£0.13(7H 1.82 £ 0.12(64) 210 £ 022(63)
DHEA 0.3% 1.69 £ 0.09 (73) 5.84 £ 027 (7)) 482+ 025(7TD) 498 £ 027(7hH 535+ 031(64) 4.53 £ 0.26(63)
(B) 5-DIOL (ng/ml)
Placebo 027 £ 0.02(74) 0.27 £ 0.02(73) 0.26 £ 0.02(72) 0.26 £ 0.02(71) 0.24 = 0.02(64) 0.26 £ 0.02(62)
DHEA 0.3% 0.23 = 0.01 (73) 0.69 = 0.03(72) 0.65 = 0.03(72) 0.65 £ 0.04 (71 0.62 = 0.03 (64) 0.39 % 0.03 (63)

Data are expressed as means = S.E.M. Number in parenthesis represents number of subjects.

thighs. for a total dose of 3.0 ml of DHEA emulsion twice daily.
For each woman, blood sampling was performed at the same
time in the morning (£10 min) throughout the study. with the
exception of the blood sample collected at screening visit which
was taken in the momning or afternoon up to 3 weeks prior to
study initiation (day 1). On day 1 of the study, blood sampling
was performed within 2 h prior to the first application of placebo
or DHEA creams. The application of the cream was performed
after blood sampling.

2.2. Mass spectrometry steroid assays

Serum steroid levels of DHEA, DHEA-S, androst-5-ene-
3B.178-diol (5-diol), dihydrotestosterone (DHT), testosterone,
androstenedione (4-dione), estrone (E} ), E;-S, androsterone glu-
curonide (ADT-G), androstane-3a. 17-diol-3G (3a-diol-3G)
and 3a-diol-17G were measured at the Laboratory of Molecu-
lar Endocrinology, CHUL Research Center Research by mass
spectrometry as described [21].

2.3. Statistical analysis

The means and standard errors (S.E.M.) of serum concen-
trations were calculated for each group and timepoints. The
difference detectable with 80% power (alpha=0.03, two-tailed)
between the treatments was determined. Statistical signifi-
cance was determined according to the multiple-range test of
Duncan—Kramer [25]. Comparison of serum values between the

(A) © Placebo
® DHEA0.3% A 914
2
<
:
R I T S TV
Months of treatment | otd

placebo and DHEA-treated groups was made at 1,3, 6,9 and 12
months of treatment. The mean serum values and 5th-95th cen-
tiles in 47 normal cycling premenopausal women 30-35 years
old are provided to illustrate normal ranges observed in nor-
mal young women as well as the normal ranges observed in
postmenopausal women for Figs. 3B, 4A and 4B [20].

3. Results

As illustrated in Fig. 1A and shown in Table 1, serum DHEA
increased from 1.69 = 0.09 ng/ml at pre-treatment measured at
screening and on day 1 to an average of 5.12£ 0.17 ng/ml for
months 1,3.6,9and 12 (p < 0.01 atall time intervals). Five-diol,
the compound immediately derived from DHEA by the action of
17B-hydroxysteroid dehydrogenase, increased in a parallel fash-
ion from 0.23 £ 0.01 ng/m! to an average of 0.64 £ 0.02 ng/ml,
for an increase of 178% over control (p =0.01) (Fig. 1B). The
same figures illustrate the means as well as the 5th and 95th
centile values of DHEA and 5-diol in 30-35 years-old women
[20], thus showing that both steroids remain within the values
observed in normal premenopausal women. It should already be
mentioned that the serum values of DHEA and 5-diol after oral
or percutaneous administration of DHEA have been found to be
at least a 100% overestimate of the changes in the parameters
of physiological importance, namely the formation of active sex
steroids [21.22]. In fact, as will be seen later, changes much
smaller than those of DHEA and 5-diol are seen for the steroids
having biological activity, especially E; and testosterone.
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Fig. 1. Serum levels of (A} dehydroepiandrosterone (DHEA) and (B) androst-5-ene-3B. 17B-diol (5-diol) in 6065 year-old postmenopausal women following twice
daily applications on the skin of 3.0 g of 0.3% DHEA emulsion or placebo for 12 months. Data are expressed as means + S.E.M. Serum steroid levels in 30-35 year

old women (means and Sth and 95th percentiles) are added for comparison. ~p <0.01, experi

application.
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Fig. 2. Serum levels of (A) androstenedione (4-dione) and (B) testosterone in 6065 year-old postmenopausal women following twice daily applications on the skin
of 3.0g of 0.3% DHEA emulsion or placebo for [2 moaths. Data are expressed as means + S.E.M. Serum steroid levels in 30-35 year-old women (means and Sth

and 95th percentiles) are added for comparison. *p < 0.01, experi

| vs. pre-tr

values at s¢ ing and day | before DHEA application.

As illustrated in Fig. 2B, serum testosterone increased from
0.14£0.01 ng/ml to an average of 0.20+0.01 ng/ml (43%
increase), a value almost superimposable to the serum testos-
terone concentration of 0.18 +0.07ng/ml found in normal
premenopausal women and well within the limits of serum
testosterone observed in 55-65 year-old postmenopausal women
(0.14 £ 0.07 ng/ml, 5th-95th centiles=0.06 and 0.26ng/ml)
[20]. Serum 4-dione, on the other hand, remained much below
the values found in normal premenopausal women (Fig. 2A).
The concentration of this steroid, a direct product of DHEA
through the action of 3B-hydroxysteroid dehydrogenase rose
from 0.37 £0.01 ng/ml to an average of 0.49 £0.02 ng/ml, or
a 32% increase (Table 2). In addition to being much below the
values found in premenopausal women, these 4-dione concen-
trations are also well within the 4-dione concentration found in
postmenopausal women.

Serum DHT increased from 0.037 £ 0.003 ng/ml to an aver-
age of 0.065 +0.003 ng/ml (74% increase, p<0.01) (Fig. 3A,
Table 3). The change in serum E3, on the other hand, was only
statistically significant (p <0.05) at the 1 month interval. Serum
E> remained within the values found in normal 55-65 year-
old postmenopausal women during the whole treatment period
(Fig. 3B). In fact, serum E; increased from 4.03 £0.29 pg/ml
to an average of 4.73 pg/ml (N.S.), while the average serum Ez
levels in normal postmenopausal women are 4.17 £0.17 pg/ml
with Sth and 95th percentile values of 1.0 and 9.3 pg/ml
(Fig. 3B).

As illustrated in Fig. 4A, serum E; increased from
18.1 £0.94 pg/ml to an average of 23.3 + 1.67 pg/ml, a statisti-
cally significant difference being seen at 1 and 12 months only
(average 30% increase) (Table 4). Serum E, -S, on the other hand,
showed non-statistically significant changes from 0.215 £ 0.025

Table 2
Changes in serum 4-dione (A) and testosterone (B) levels in 60-65 year-old p »pausal dministered 3 g of a 0.3% DHEA emulsion or placebo twice
daily on the skin for 12 months
Group SCR/Day | Day 28 3 months 6 months 9 months 12 months
(A) 4-Dione (ng/ml)
Placebo 042 + 0.02(74) 035 £ 002(73) 035 £002(72) 038 £0.02(71) 0.30 + 0.02(64) 0.37 £ 0.03(63)
DHEA 0.3% 0.37 £ 0.01 (73) 051 £002(72) 054 £003(72) 049 £ 00271 0.39 + 0.02(64) 0.49 £ 0.02(63)
(B) Testosterone {ng/ml)
Placcho 0.14 £ 0.01 (74) 0.15 £ 0.01(73) 0.12 £ 001 (72) 0.15 £ 001 (71) 0.14 = 001 (641 0.14 £ 0.01 (63)
DHEA 0.3% 0.14 £ 001 (73) 022 £ 001 (72) 0.19 £ 0.01 (72) 0.20 £ 001 (71) 0.19 £ 0.01 (64) 0.19 £ 0.01 (63)
Data are expressed as means = S.E.M. Number in p hesis rep ber of subjects.
Table 3

Changes in serum DHT (A) and E; (B) levels in 60-65 year-old postmenopausal women administered 3 g of a 0.3% DHEA emulsion or placebo twice daily on the

skin for 12 months

Group SCR/Day | Day 28 3 months 6 months 9 months 12 months
(A) DHT (ng/ml)
Placebo 0.041 £0004(74) 0037 £0002(73) 0036 £0002(72) 0035 £0003(71) 0031 £0003(64)  0.037 = 0.003(63)
DHEA 03%  0.037 £0.003(73) 0075 £0005(72) 0066 £ 0003(72) 0061 £ 0.003(71) 0.058 £0003(64)  0.062 + 0.003 (63)
(B) E2 (pg/ml)
Placebo 322 £ 020(74) 287 £0.22(73) 296 £ 022(72) 307 £ 021 (7D 248 £ 018 (64) 2.89 £ 0.27 (63)
DHEA 0.3% 4.03 £029(73) 524 £ 038(7D) 490 £ 029(7D) 4722031 (7D 404 £ 033 (69) 5.06 = 047 (63)

e x

of subj

Data are expressed as means £ S.E.M. Number in p

)
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Fig. 3. Serum levels of (A) dihydrotestosterone (DHT) and (B) 17B-estradiol (E;) in 6065 year-old postmenopausal women following twice daily applications
on the skin of 3.0g of 0.3% DHEA emulsion or placebo for 12 months. Data are expressed as means + S.E.M. Serum steroid levels in 30-35 year-old women
(A) and 55-65 year-old women (B) (means and Sth and 95th percentiles) are added for comparison. “p <0.05; *p<0.01, experimental vs, pre-treatment values at

pre-screening and day | before DHEA application.
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Fig. 4. Serum levels of (A) estrone (E;) and (B) estrone sulphate (E;-S) in 60-65 year-old postmenopausal women following twice daily applications on the skin of
3.0g of 0.3% DHEA emulsion or placebo for 12 months. Data are expressed as means £ S.E.M. Serum steroid levels in 35-65 year-old women {means and 5th and

95th percentiles) are added for comparison. “p<0.05, experi | vs. pre-

to an average of 0.259 £0.023 ng/ml (average 20% increase)
over the 12-month period (Fig. 4B). Serum DHEA-S, on the
other hand. showed minimal changes from 0.545 £ 0.033 ng/ml
to an average of 0.72+0.033 ng/ml (32% increase, p<0.01
at all time intervals) (Fig. SA). As can be seen in the same
figure, all these values remain within the range observed in
postmenopausal women [20], much below the levels found in
premenopausal women,

As illustrated in Fig. 5B, serum ADT-G, the metabolite
accounting for approximately 90% of all androgen metabolites,
increased by 70% going from 13.9 £ 1.19 ng/ml at pre-treatment
to an average of 23.6 =1.70 ng/m! (Table 5). Serum 3a-diol-
3G. on the other hand, increased from 0.53 £0.04ng/ml to

Table 4

values at screening and day | before DHEA application.

an average of 0.93=0.06ng/ml (75% increase) (Fig. 6A)
while serum 3a-diol-17G increased from 0.51 +£0.04 ng/ml
to 0.97 £0.08ng/ml (90% increase) (Fig. 6B, Table 6). In
both cases, the values observed under DHEA treatment remain
well below the concentrations found in normal premenopausal
women.

Fig. 7 summarizes the increase in serum DHEA and eleven
of its metabolites. It can be clearly seen that while serum DHEA
increases by 203% over control, the sum of ADT-G, 3a-diol-
3G and 3«-diol-17G increases by only 71% over control. The
estrogens E,, E; and E;-S, on the other hand, show an even
smaller and sometimes non-significant increase of 17%, 30%
and 20% over pre-treatment values.

Changes in serum E; (A) and E;-S (B) levels in 60-63 year-old postmenopausal women administered 3 g of a 0.3% DHEA emulsion or placebo twice daily on the

skin for 12 months

Group SCR/Day | Day 28 3 months 6 months 9 months 12 months
(A)EI (pg/mh)
Placebo 16.09 £ 0.72(74) 1585 £ 0.74(73) 14.68 + 0.70 (72) 15.12 £ 0.76 (71 14.01 £ 0.79 (64 14.40 £+ 0.80 (63)
DHEA 03%  18.07 £0.94(73) 2595 £ 1.83(72) 22,67 £ 0.94(72) 21.82 £ 1.04 (7D 2206 £ 183 (64) 25.18 £ 445 (63)
(B) E1-S (ng/ml)
Placebo 0.188 £0.016(74) 0192 £0018(73) 0178 £0015(72) 0173 £ 0.018(71)  0.165 £ 0.016(64)  0.193 £ 0.023 (63)
DHEA 03% 0215 £0025(73) 0277 £0030(72) 0242 £0021(72) 0267 £0.027(71) 0258 £ 0.028(64)  0.280 £ 0.45(63)

Data are expressed as means £ S.E.M. Number in parenthesis represents number of subjects.
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Fig. 5. Serum levels of (A) dehydroepiand Iphate (DHEA-S) and (B) androsterone glucuronide (ADT-G) in 60-65 year-old postmenopausal women
followmg twice daily apphc:ums on the skm of 3.0g ofO 3% DHEA emulsion or placebo for 12 monlhs Data are cxprcsscd 23 means £ S.EM. Serum steroid levels
in 30-35 year old women (means and 5th and 95th percentiles) are added for comparison. "p<0.05: **p<0.01, exper I vs. pre-t values at screening

and day | before DHEA application.

Table 5
Changes in serum DHEA-S (A) and ADT-G (B) levels in 60-65 year-old postmenopausal women administered 3 g of a 0.3% DHEA emulsion or placebo twice daily
on the skin for 12 months

Group SCR/MDay 1 Day 28 3 months 6 months 9 months 12 months
(A) DHEA-S (p.g/ml)
Placebo 0687 £ 0052(74) 0651 £0.045(73) 0679 £0051(72) 0691 £ 0053(71) 0583 £ 0.045(64)  0.650 £ 0.052(63)
DHEAO03% 0545+ 0033(73) 0749 £ 0037(72) 0744 £ 0037(72) 0726 £ 0.037(71)  0.663 £ 0.032(64)  0.685 = 0.038(63)
(B) ADT-G (ng/ml)
Placebo 1875 £ 1.81 (74) 1697 £ 1.53(73) 16.90 £ 1.57(72) 19.35 &+ 1.80(71) 18.90 & 2.03 (64) 19.09 £ 1.78 (63)
DHEA03%  13.88 £ 1.19(73) 2347 £ 1.81(72) 22.43 + 1.60(72) 2387 £ LTI (7D 24.26 + 1.82(64) 2464+ 2.19(63)
Data are expressed as means £ S.EM. Number in p. hesis rep ber of subjects.
Table 6

Changes in serum 3a-diol-3G (A) and 3a-diol-17G (B) levels in 60-65 year-old postmenopausal women administered 3 g of a 0.3% DHEA emulsiona or placebo
twice daily on the skin for 12 months

Group SCR/MDay | Day 28 3 months 6 months 9 months 12 months
(A) 3e-diol-3G (ng/al)
Placebo 064 £ 005(74) 0.62 % 0.06 (73) 0.67 £ 0.06(72) 063 £ 005(7D 0.58 £ 0.06 (64) 0.66 £ 0.06 (63)

DHEA 03% 0353 £ 0.04 (73) 0.94 £ 0.07 (72) 0.96 £ 0.06(72) 0.92 £ 007 (71) 0.94 £ 0.08 (64) 0.96 £ 0.09 (63)
(B) 3e-diol-17G (ng/ml)

Placebo 0.60 £ 0.05 (74) 0.55 & 0.05(73) 062 £ 0.05(72) 0.56 £ 0.05(71) 0.58 £ 0.06 (64) 0.62 £ 0.06 (63)
DHEA 03% 051 £ 004 (73) 107 £ 011 (72) 0.99 £ 0.08 (72) 0.93 £ 0.09(71) 1.01 £ 009 (64) 0.93 £ 0.10(63)
Data are expressed as means £ S.EM. Number in p hesis rep ber of subj
(A) © Placebo X 278 (B) A 258
® DHEA0.3% o 1
1.2
E il w g
2os g
] o
2 o8 =
g 0.4 g
0.2 < 8 *
b IR T W T 1 T 3§ % wfuems
Months of treatment old Months of treatment | Yoa

Fig. 6. Serum levels of (A) androstane-3a, 17B-diol-3-glucuronide (3ce-diol-3G) and (B) androstane-3«, 17B3-diol-17 glucuronide (3a-diol-17G) in 60-65 year-
old postmenopausal women following twice daily applications on the skin of 3.0g of 0.3% DHEA Ision or placebo for 12 hs. Data are exp d as
means £ S.EM. Serum steroid levels in 30-35 year-old women (means and Sth and 95th percentiles) are added for comparison. *'p<0.01, experimental vs.
pre-treatment values at screening and day | before DHEA application.
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Fig. 7. Changes in the average serum levels of DHEA and eleven of its
metabolites measured at 1. 3.6, 9 and 12 months compared to pre-treatment
concentrations of the same steroids at screening and day 1. The values are
expressed as % of increase over pre-treatment values in 60-65 year-old women
receiving twice daily applications on the skin of 3.0g of a 0.3% DHEA emul-
sion or placebo. The number above the bars indicate the % change over basal
(pre-treatment) control levels.

4. Discussion

The present data describe for the first time the long-term
pharmacokinetics of DHEA and eleven of its metabolites mea-
sured by mass spectrometry. In addition, these data have been
obtained in a prospective placebo-controlled randomized study
performed under Good Clinical Practice rules with 63 women
in each group completing the 12-month study.

The present 12-month clinical trial shows that the aver-
age change in serum DHEA is 203% over control while the
corresponding change in the sum of the androgen metabo-
lites is only 71%, thus showing a 186% overestimate of the
changes of serum DHEA compared to total androgen forma-
tion. In fact, the sum of ADT-G, 3a-diol-3G and 3e-diol-17G
goes from 14.92 % 1.23 ng/ml at pre-treatment to an average
of 25.46 = 1.78 ng/ml during the 12-month treatment period of
DHEA administration. Such data indicate that at the dose used,
the efficacy of transformation of exogenous DHEA is only 35%
compared to the transformation of endogenous DHEA under
basal conditions.
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Fig. 8. Changes in the sum of the androgen metabolites ADT-G, 3a-diol-3G and
3a-diol-17G in 60-65-year-old postmenopausal women receiving twice daily
applications on the skin of 3.0 g of a 0.3% DHEA emulsion. Comparison is made
with the androgen pool in 30-35 year-old normal cycling women taken as 100%.
The 65% loss in the androgen pool is compensated by only 24%. thus leaving
postmenopausal women receiving such treatment with a total androgen pool
41% below that of normal premenopausal women. Contrary to the correction of
the androgen pool limited to one third, serum DHEA increases to a value found
in premenopausal women, thus indicating the limited transformation of DHEA
into active androgens and even more into estrogens which show minimal and
usually non-statistically significant changes.

This important phenomenon was first recognized in our pre-
vious study using three increasing concentrations of a DHEA
emulsion applied on the skin for 3 months [21]. The data then
showed that the efficacy of DHEA transformation into androgens
decreased from an arbitrary value of 100% at basal endogenous
serum DHEA levels of 1.80 ng/ml to a low efficacy of approxi-
mately 45% at 12.5 ng/ml serum DHEA [21]. In fact, a complete
saturation of the enzymatic process catalyzing the formation
of androgens from DHEA was observed at 7.9ng/ml DHEA, a
value well within the serum DHEA levels found in normal pre-
menopausal women where the 5th and 95th percentiles are 1.53
and 9.14 ng/ml [20].

The present data show a 35% efficacy of DHEA transfor-
mation at a serum DHEA concentration of 5.12 £ 0.17 ng/ml, a
serum DHEA concentration almost superimposable to the value
of 4.47 £2.19 ng/ml found in normal 30-35-year-old women
(Fig. 1A). Such data are extremely important for the choice of
a therapeutically effective dose of DHEA in postmenopausal
women using serum DHEA as marker of the appropriate replace-
ment dose. As demonstrated by the present data, using the
changes in serum DHEA would lead to the choice of a dose hav-
ing only 35% the planned therapeutic effect, thus likely leading
to no clinically significant benefit.

This limited transformation of exogenous DHEA into andro-
gens can be more easily seen in Fig. 8 that shows that while
the sum of ADT-G, 3a-diol-3G and 3wa-diol-17G decreases
by 65% from 42.85+4.47ng/ml in 30-35-year-old normal
premenopausal women [20] to 1492+ 1.23ng/ml in post-
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menopausal women, the 203% increase in serum DHEA (or
return to normal premenopausal values) observed in the present
study is accompanied by an increase of the sum of the andro-
gen metabolites to only 25.46 £ 1.78 ng/ml (24% increase), thus
remaining 41% below the value found in normal premenopausal
women. In fact, the present data show that despite the correction
of serum DHEA to the levels found in normal premenopausal
women by percutaneous administration of 3 g of a 0.3% DHEA
emulsion twice daily. the transformation of the inactive adrenal
precursor is only 35% efficient compared to the metabolism of
endogenous DHEA. thus leading to only a 24% correction of
androgen formation and leaving total androgen formation 41%
below the values found in premenopausal women.

Assuming linearity and the absence of the saturation previ-
ously observed to be reached at 7.9 ng DHEA/mI [21], a 3-fold
higher dose of DHEA leading to serum DHEA levels of 12 ng/ml
would be needed to completely compensate for the lack of andro-
gens found in 60- to 65-year-old women. The plateau of DHEA
transformation found in Labrie et al. [21] does however indicate
that complete compensation for the loss of androgens is unlikely
to be possible. A conclusion of even more limited transformation
of DHEA is observed for estrogens as reflected by the changes
in serum E;-S which are even of smaller amplitude than those
of androgens.

The traditional concept of androgen and estrogen secretion
in women assumed that all sex steroids were transported by
the general circulation following secretion by the ovaries before
reaching the target tissues. According to this traditional concept,
it was erroneously believed that the active sex steroids could be
measured directly in the blood, thus providing a potentially eas-
ily accessible measure of the general exposure to sex steroids.
In fact, this concept is valid only in the animal species lower
than the primates where the gonads are the exclusive source
of sex steroids [19]. This traditional concept does not apply to
humans, especially postmenopausal women. where all estrogens
and almost all androgens are made locally from DHEA in the
peripheral tissues which possess, in a tissue-specific fashion, the
enzymes required to synthesize the physiologically active sex
steroids needed for proper tissue function. Such local biosyn-
thesis and action of androgens in target tissues eliminates the
exposure of other tissues to androgens and thus minimizes the
risks of undesirable masculinizing or other androgen-related
side-effects.

The use of the sum of ADT-G, 3a-diol-3G and 3a-diol-
17G has been validated previously, starting in Labrie et al, [20]
and confirmed in Labrie et al. [21] and Labrie et al. [22]. The
active androgens made in peripheral target tissues are inactivated
locally into the metabolites ADT and 3a-diol that are further
metabolized into the corresponding glucuronide [20,24]. These
metabolites can be measured with precision and accuracy in the
circulation by mass spectrometry, thus providing the only valid
estimate of androgenic activity in women [20] and men [23].

Using the serum concentrations of ADT-G, 3«a-diol-3G and
3a-diol-17G as estimates of total androgens, the sum of the
average serum concentrations of these conjugated metabolites
is 35.34ng/ml in 69- to 80-year-old men [23] compared to
17.0ng/ml in 55- to 65-year-old women [20]. Although the

metabolic clearance rate of the three main androgen metabo-
lites is likely to show differences between men and women, an
estimate of the relative amount of total androgens in women and
men calculated on the basis of the sum of the serum concen-
trations of these three metabolites suggests that total androgen
production in women is approximately 50% of that found in men
[20,23].

The presence of relatively high levels of androgens in women
suggests that androgens play a major but so-far underestimated
physiological role in women. Moreover, since the testicu-
lar secretion of androgens in men shows little decline with
age while women rely almost exclusively on adrenal DHEA
for their production of androgens, the 70-95% fall in serum
DHEA after menopause leads to a major androgen deficiency
in postmenopausal women, a situation which aggravates with
increasing age.

While ADT-G, 3a-diol-3G and 3a-diol-17G are likely to be
made in variable proportions in different tissues, the changes
observed after DHEA administration are usually parallel for the
three metabolites [21.22]. It is thus reasonable to believe that
the metabolites of estrogens other than E;-S will also behave
similarly. While it is clear that the changes in androgen formation
are much lower (71% compared to a 203% increase over control
for DHEA), the change in serum E;-S is even lower with a non-
statistically significant increase of only 20% (Fig. 4B). Such data
are in agreement with our previous studies showing that DHEA
is predominantly transformed into androgens in postmenopausal
women [5.11,21.22.26].
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Summary

Background: Platinum-containing chemotherapy combina-
tions achieve high response rates in women with advanced
ovarian cancer. Unfortunately, most patients need further
therapeutic options. Oxaliplatin (L-OHP) is a diaminocyclo-
hexane (DACH) platinum analog active against human and
murine cells in vitro and in vivo, including ovarian cells lines,
with non-cross resistance characteristics with first (CDDP)
and second (CBDCA) generation platinum compounds. The
single agent activity of oxaliplatin in 34 consecutive plati-
num-pretreated ovarian cancer patients, not eligible for other
phase 1l trials, was explored in a compassionate use program
framework in a single institution.

Materials and methods: Thirty-five patients (34 of them
eligible) were treated by L-OHP at the median initial dose of
100 mg/sqm q 3 weeks (5 patients: 58-89 mg/m?; 24
patients: 90-100 mg/m? 6 patients: 120-130 mg/m?) by
short (30°-2 hours) i.v. infusion; the treatment was repeated
every three weeks until treatment limiting toxicity or disease
progression.

Results: Thirty-one patients (median previous chemother-
apy lines: 3) were evaluable for antitumora) activity, with a
29% objective response rate. According to Markman’s cri-

Introduction

Salvage chemotherapy after platinum-based treatment
of recurrent ovarian carcinoma typically results in low
response rates and short survival, with a very small
fraction of women with recurrent advanced ovarian
cancer surviving beyond two years [1].

Few alternative treatment options existed till recent-
ly for patients who developped progression or recur-
rence following first-line chemotherapy. However,
some prognostic factors that are predictive for thera-
peutic response to second-line therapy have been iden-
tified.

The de novo or acquired pharmacologic resistance
to platinum analogs is the most important determinant
of prognosis and long term survival of this patient
population [2-4].

A freedom from progression interval longer than 18

teria, objective partial responses were seen in six out of 13
evaluable potentially platinum-sensitive patients (46%) and
three responses in the 18 evaluable platinum-resistant pa-
tients (17%). The tolerance was excellent, with no grade 3-4
(WHO) leukoneutropenia despite previous ABMT and ab-
dominopelvic radiotherapy in six and eight cases, respective-
ly. There was no renal or ototoxicity, and nausea/vomiting
were moderate. The only grade 3 (WHO) peripheral neuro-
pathy recorded concerned a patient with a neurotoxicity sta-
tus grade 2 at baseline.

Conclusion: The 29% ORR single agent activity of oxali-
platin at hematological subtoxic doses in heavily pretreated
ovarian cancer patients, with objective responses in platinum
refractory patients, supports experimental data on non cross-
resistance and a differential clinical toxicity profile to other
available platinum compounds. The 12 month median over-
all survival of this poor prognosis patients cohort (62% plati-
num-refractory patients, median number of three previous
chemotherapy lines) gives a strong empirical basis for the fur-
ther exploration of oxaliplatin’s role in confirmatory phase Il
and combination chemotherapy studies.

Key words: advanced ovarian cancer, oxaliplatin, salvage
therapy

to 24 months with respect to initial treatment corre-
sponds to a higher percentage of therapeutic response
and longer survival durations [5, 6].

The relative chemosensitivity of ovarian cancer has
been used in the development of new anticancer
agents. In the last five years, hexamethymelamine (7],
paclitaxel [8], docetaxel [9] and topotecan [10], have
been either approved in this indication, or reported to
be active, after platinum-based treatment failure.

Diaminocyclohexane platinum (DACH) compounds
synthetized 20 years ago [11] seem to have a similar
mechanism of cytotoxicity as first and second genera-
tion platinum compounds, but their markedly differen-
tial in vitro cytotoxic profile has recently led to the
proposal of classifying them as a separate family of
cytotoxic compounds [12].

Oxaliplatin is of particular interest, since it is the
only DACH platinum currently in clinical phase II-III
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development [13]. Its non-cross or partial resistance
characteristics with CDDP or CBDCA was demon-
strated both in vitro and in vivo in human cancer cell
lines [14, 15], and its interaction with CDDP or
CBDCA was shown to be supradditive and synergistic
in the same models [16, 17].

Clinical data have shown that oxaliplatin lacks renal
or auditory toxic effects and exhibit minimal hemato-
toxic effects at recommended doses (18, 19]. Its main
side effect is acute, cold-triggered dysesthesias and
cumulative neurosensorial toxicity. Its reported activity
in ovarian cancer patients within a broad screening
phase Il experience [13] led us to evaluate its anti-
tumoral activity in a consecutive series of heavily pre-
treated recurrent ovarian cancer patients without viable
therapeutic choices. These patients had either failed or
were considered inelegible for simultaneously ongoing
phase IT studies and were consequently enrolled in a
single agent compassionate-use program framework.

Materials and methods

Eligibility criteria

To be cligible for treatment, patients were required to have a patho-
logically confirmed advanced cpithelial ovarian cancer, recurrent
after or failing to achieve an objective response to adequately dosed
cisplatin and/or carboplatin-based chemotherapy.

Patients with secondary clinical resistance (o available platinum-
based chemotherapy were also eligible, as were patients who had
previously received paclitaxel.

It is noteworthy that poor performance status (PS <2), border-
line renal function (upper normal limit serum creatinine <2.5 X
normal (WHO)), previous grade 1-2 (WHO) peripheral neuropathy
related to the previous chemotherapy, poor bone marrow reserve
secondary to multiple prior chemotherapy lines, often after high
dose chemotherapy including CBDCA (with need for hematopoietic
growth factor/cellular support), were not considered exclusion cri-
teria from the present program. Indeed, such characteristics made
such patients ineligible for formal phase Ul studies and/or at high
risk for agressive salvage chemotherapy combinations.

Patient population

From May 1989 to January 1995, 35 patients seen at the Centre
Jean Perrin with advanced ovarian cancer were enrolled in this
study. One patient has been considered non-eligible after inclusion,
since retrospective evaluation failed to confirm histological proof of
epithelial ovarian cancer. This patient is evaluable for toxicity, but
excluded from activity assessment analysis.

Patient and disease characteristics are summarized in Table 1.
All patients except one had previously received at least one com-
bination chemotherapy regimen containing cisplatin and/or carbo-
platin, with a median number of previously administrated chemo-
therapy regimens of 3 (1-6). Cisplatin had been previously admin-
istered to 33 patients with a median cumulative dose of 536 mg/sqm
(range: 94-1085). Carboplatin had been previously given to 27
patients with a median cumulative dose of 1177 mg/sqm (range 174~
2765), and was part of high-dose chemotherapy regimens (with
autologous bone marrow transplantation) in six of them. Taxanes
(paclitaxel) had previously been given to five patients, none of them
achieving an objective response to such treatment.

Twenty-one patients had documented platinum refractory dis-
ease according to Markman's criteria [5], that is failure to respond to

treatment or disease progression within six months after discon-
tinuation following a response. Ten patients were classified as pri-
mary, and 11 as secondary resistant, while 13 patients were poten-
tially sensitive to platinum therapy.

Thirty-two of 34 ovarian cancer patients had macroscopically
measurable and/or evaluable disease. In the two other patients with
known peritoneal disease, an increase of CA 125 serum level had
accurately reflected previously progressive disease, and the anti-
tumorel activity of oxaliplatin could be assessed solely by the
marker’s evolution.

The majority of patients had bulky tumor masses, with multiple
sites of disease at treatment initiation (Table 1).

Toxicity and activity assessment

The toxicity was graded according to WHO crniteria. Assesment of
antitumor response was performed at each treatment cycle by a
physical cxamination and a serum CA 125 determination, and every
two—three cycles by CT scan and/or echosonography. Responses
were defined according to WHO guidelines as follows: CR was de-
fined as the complete disappearance of ali detectable malignant dis-
case for at least four weeks. PR was defined as a >50% decrease in
the sum of the products of the diameters of measurable lesions for at
least four weeks. No simultaneous increase in the size of any lesion

Table 1. Patient and disease characteristics.

Total number of patients 35
Median age (years) 62
Range (27-77)
Performance status (WHO)Y%
0-1 67
24 33
Prior chemotherapy lines
Median number/patients (range) 3(1-6)
Total number/patient
1 2
2 13
3 9
4 8
»5 3
Previous CDDP
Number of patients 33
Median dose (mg/sqm) (range) 536 (94-1085)
Previous CBDCA
Number of patients 27
Median dose (mg/sqm) (range) 1177 (174-2765)
Previous ABMT + HDCT 6
Previous abdominopelvic radiotherapy 8

Previous taxanes (paclitaxel)
Clinical platinum resistance status*

Potentially sensitive 13
Secondary refractory 11
Primary refractory 10
Non-evaluable 1
Non-eligible 1
Clinical taxanes resistance 5
Type of site involved
Abdominopelvic 26
Lymph nodes 13
Liver 6
Lung/pleural 4
CA125 tumor marker level
Normal (N)
CA 125> ILN<1ON 13
CA 1252 ION< 100N 14
CA 1252 100N 4

* Markmann criteria [5].
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or tumor marker , or appearance of any new lesion could occur. 8D
was defined as less than 25% change in measurable discase with the
absence of new lesions. Progressive disease (PD) was defined as an
increase of >25% in the size of a measurable lesion or the appear-
ence of an uneguivocal new lesion.

Duration of response was determined by the interval between
the first day on treatment and the first date disease progression was
objectively documented. The survival was calculated from the begin-
ning-of the treatment until the death. All major responses were
reviewed by a panel that consisted of a reference radiologist (H.C.)
and a medical oncologist (E.C.) external to the institution.

Treatment and follow-up

Before therapy, all patients had a complete medical history and
underwent a physical examination. Baseline laboratory studies in-
cluded complete blood cell count/ platelets, serum chemistries and
CA 125 determination. While CBC were done weekly while on
treatment, CA 125 and LFT's were repeated every cycle. Imaging
assessment was done every two—three cycles. Other imaging and
specialized tests were performed only if clinically indicated.

Opxaliplatin was provided on an individual request, compassion-
ate-use basis by Debiopharm (Lausanne/Switzerland). It was diluted
in 500 ml of 5% dextrose and infused over 20 minutes {28 patients)
or 2 hours (seven patients), every three (o four weeks,

The initial phase I trial by Mathé et al. with intrapatient dose
escalation, had a minimally active dose as recommended dosage
endpoint [20] established as 67-90 mg/m® q 3 weeks given as a slow
bolus (15°-207). An orthodox phase [ trial by Extra et al. |19] defined
the recommended dose as 130 mg/m* q 3 wecks given as a 2-hour
i.v. infusion [19]. Lower starting doses (<90 mg/m?) were used in the
first patients of the present series, but once the safety and tolerance
were established at higher dose levels, the starting dose was in-
creased, There were five patients treated at the dose range of 58-89
mg/m?/cycle, 24 patients received 90—100 mg/m¥/cycle, and 6
patients were treated with 120-130 mg/m?/cycle. Minor (= 10%)
empirical dose adjustments were done occasionally, according 1o
peripheral neuropathy, renal function and/or subjectively estimated
bone marrow reserve resulting from previous cisplatin and/or
carboplatin based treatments.

Antiemetic prophylactic treaiment consisted in anti HT3 often
supplemented with steroids, with rare instances of associated meto-
cloparmide and benzodiazepines.

Results
Toxicity

Thirty-five patients received 222 cycles of oxaliplatin
with a median number of cycles per patient of 5 (range
1-27) and a median total oxaliplatin dose of 424 mg/
sqm (range 125-1911).

All patients and treatment cycles were evaluable for
toxicity, except one patient lost to follow-up after a
single oxaliplatin administration. Table 2 lists the maxi-
mum toxicity grades per cycle and per patient.

Myelosuppression was mild to moderate, without
grade 3-4 leukoneutropenia, despite previous ABMT
including high-dose CBDCA in 6 (17%) of patients.

Grade 3—4 anemia and thrombocytopenia were seen
in 3% and 1.5% of cycles, respectively, clustered in the
six patients mentioned above.

Grade 3 diarrhea was seen in 9% of patients and 3%
of cycles, without grade 4 episodes.
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The clinical profile of oxaliplatin neurotoxicity, as
reported in phase 1-II studies, has already been de-
scribed [19).

Oxaliplatin related acute dysesthesias were observed
in most of patients (82% of cycles and 79% of patients).
These accral symptoms (hands, feet and perioral area)
began within a few hours after the end of the infusion
and were mild (61% of patients, 71% of cycles) or mod-
erate (15% of patients, 10% of cycles) in the majority of
cases. They were transient, lasting a few minutes, but
they could reappear (rarely) again the next day or over
the following week, mainly triggered by exposure to
cold.

The only grade 3 neurosensory toxicity seen con-
cerned one patient with a grade 2 baseline neuropathy
status. Seven patients had a grade 1 (WHO) baseline
neuropathy, with no increase of this toxicity under ther-
apy by oxaliplatin. Although, prior to treatment, seven
patients had presented a residual grade 1 renal function
(WHO), no renal toxicity was observed during or after
oxaliplatin treatment.

Activity

Thirty-four pretreated, progressing on treatment, ovar-
ian cancer patients entered the trial (32 with measur-
able/evaluable disease). Twenty-nine of them were
assessable for antitumoral activity. The causes for non-
evaluability were treatment and follow-up refusal after
one cycle in three patients, while two patients had non-
measurable/evaluable disease, except elevated serum
CA 125 levels (255 % and 490 X fold upper normal
value limits).

There were nine objective responses, all of them par-
tial, for an ORR of 29% in evaluable patients, and
26.5% when calculated for all 34 eligible patients.
Eight patients were assessed as disease stabilization,
including the two patients with exclusive CA 125 mar-
ker decrease as sole tumoral status gauge.

Thirty patients had baseline CA 125 elevation (=2 x
normal upper value — range 2—800 % NI).

Six of seven objective responders with abnormally
elevated baseline CA 125 had a corroborating de-
crease, one of them remaining stable. Amongst the
seven disease stabilizations with elevated markers base-

Table 2. Oxaliplatin tolerance (WHOQ) [25] in 35 patients/222 cy-
cles.

Toxicity Grade (WHO)

0 1 2 3 4

% Pt % Pt % P1 % Pu % Pt

(% cycle) (% cycle) (% cycle) (% cycle) (% cyele)
Leukopenia 53 (74) 29 (19) 17(7 0 ]
Neutropenia 50(74)  35(21)  15(%) i} 0
Anemia 21(54) SO(38) 17(7) 6(2) 6 (1)
Thrombopenia 76 (91) 6 (45) 9(3) (15 0
Mausea-vomiting 35 (66) 17(17)  35(14)  13(3) 0
Diarrhea (83 9 3D 2(3) 0
Neurological 2018)  &1L(T1) 15 (10) (1) 0
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line CA 125, four had a 2 50% decrease in CA 125 (in-
cluding the two patients with the marker as the sole dis-
ease indication), the remaining three having marker
stabilization.

Antitumoral objective activity was analysed accord-
ing to clinical platinum resistance status (Markman’s
criteria) [S] (Table 3): there were six responses among
thirteen potentially sensitive patients (46%) while three
of 18 platinum refractory evaluable patients also ex-
perienced an objective response (3/18 = 17%). One re-
sponse was observed among the three evaluable pacli-
taxel refractory patients. When looking at evidence of
objective response by site, there were 5/13 tumoral
lymph nodes, 5/26 abdominopelvic localizations, and
1/6 hepatic metastases assessed as responding.

By initial oxaliplatin dose level, there was one PR in
the five patients treated in the 58-89 mg/m?/cycle
range, eight PR amongst the 23 eligible patients treated
in the 90-100 mg/m?/cycle range, and no responses
seen in the three evaluable patients treated at 120-130
mg/m?/cycle. Amongst the nine objective responders
to oxaliplatin, three had failed to respond (1 PD, 2 SD)
to the last previous cisplatin/carboplatin based chemo-
therapy while five had responded to it (4 CR, 1 PR), the
information being unavailable in the remaining one.

As of April 1996, nine patients are alive. The me-
dian survival of the whole cohort is 12 months (range
2-54+).

Discussion

Ovarian cancer patients with previous multiple recur-
rences may respond to a number of second-line chemo-
therapeutic treatments [21], including cisplatin and
carboplatin |22, 23]. The aim of single agent salvage
chemotherapy in this setting remains palliative, with
quality-of-life preservation or improvement constitut-
ing a major goal [22].

The efforts to overcome clinical failure and drug
resistance of platinum species had mainly focused on
dose intensification [23-25]. In patients whose relaps-
ing disease was treated with carboplatin alone at stand-
ard doses (300-400 mg/sqm), no response was seen in
patients resistant to cisplatin, while some activity was
confirmed in cases of late relapses (> 12 months) (25].
An absence of response was seen in patients for whom
first-line treatment with cisplatin or carboplatin-con-
taining regimens had also failed. A major factor of
response likelihood to salvage chemotherapy in ovarian
cancer is the progression-free interval after primary
therapy [5).

In the past decade, there has been a focus in the
search for new active drugs in ovarian cancer, particu-
lary agents without cross-resistance with available
platinum derivates. It is important to establish the
order of clinical evidence of non cross-resistance be-
tween chemotherapeutical agents, since this may help
to design more effective regimens.

lable 3. Aatitumoral activity (WHO) according to Markman’s cri-
teria [5].

Clinical platinum Patient  Response
resistance status® number
CR PR SD PD NEV

Potentially sensitive 13 - 6 2*1* 4 -
Primary refractory 10 - - 2 b |
Secondary refractory 11 - 3 ZEIP 5 =
Total 34 - 9 8 14 3
Previous taxanes

(paclitaxel) 5 - 1 1 1 2

* According to the Markman criteria.
® Clinicobiological response.

The development of new platinum compounds with
putative non cross-resistance to cisplatin has flourished
in the last decade. The DACH family, of interest for its
limited partial cross-resistance to cisplatin, has pro-
vided two compounds reaching clinical development.
Trials with tetraplatin were stopped after a prohibitive
neurotoxicity was observed during phase I [26]. Oxali-
platin, synthetised by Kidani, has demonstrated a non
cross-resistance with cisplatin or carboplatin both in
vitro and in vivo in human cell lines {14, 15]. Evidence
of oxaliplatin clinical activity in cisplatin-resistant ovar-
ian cancer has been previously reported by Misset et al.
[13]. This differs significantly from carboplatin, ipro-
platin, zeniplatin and lobaplatin, all of which demon-
strated clinical cross-resistance with cisplatin |25, 28—
31).

Our reported L-OHP/CDDP (biplatin) experience
supports the preclinically perceived synergistic cyto-
toxic effect between cisplatin and oxaliplatin [32], while
also showing the potential feasibility for oxaliplatin-
containing multiple drug combinations, the latter being
partially motivated by the present report’s data.

Although the monocentric compassionate use ex-
perience we report is by no means a formal phase II
study, the present data validate oxaliplatin as an active
single agent in heavily pretreated ovarian cancer pa-
tients. Indeed, most patients were treated below the
currently recommended dose of 130 mg/sqm q3
weeks, recently approved in France for the treatment of
pretreaded S-fluorouracil refractory colorectal cancer
patients [33]. Most patients in this cohort were not
eligible for, or had failed, simultaneously ongoing
phase Il trials with paclitaxel. The reasons for ine-
ligibility were linked to the number of previous chemo-
therapy lines, to borderline major organ function and/
or poor bone marrow reserve.

After an external response review, the objective re-
sponse rate was 29% (31% in evaluable patients) (CI
95%: 15-50), with 19% disease stabilizations. Our data
confirm that oxaliplatin has clinical non-cross resist-
ance characteristics in a substantial proportion of pa-
tients with cisplatin refractory disease at hematologi-
cally subtoxic levels. Moroever, oxaliplatin’s favorable
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therapeutic index makes it particulary attractive com-
binations chemotherapy.

The issue of oxaliplatin’s single agent activity in
platinum refractory ovarian cancer is being clarified by
two ongoing trials. The first, a French phase II study at
the recommended-dose of 130 mg/sqm X q 3 weeks,
has eligibility criteria based on clinical resistance to cis-
platin and/or carboplatin. The second, a randomized
phase II/II study between paclitaxel (175 mg/sqm)
and oxaliplatin (130 mg/sqm), is presently conducted
by the EORTC Gynecologic Group, also limited to pa-
tients having progressed while on or within 12 months
of cisplatin- and/or carboplatin-based treatment.

We consider our data encouraging. While awaiting
verification through further phase II studies, they sug-
gest the need to furter explore the role of oxaliplatin in
first-line therapy for the treatment of advanced ovarian
cancer.

Acknowledgment

Thanks to Ms M. Tavernier for her reviewing and edit-
ing assistance.

References

1. Sutton GP, Stehman FB, Einhorn LH et al. Ten years follow-up
of patients receiving cisplatin, doxorubicin and cyclophos-
phamide (PAC) chemotherapy for stage 111 and IV advanced
ovanan carcinima. J Clin Oncol 1989; 7: 223-9.

2. Pater JL, Carmichael JA, Krepart GV et al. Second-line
chemotherapy of stage 11I-1V ovarian carcinoma. A random-
ized comparison of melphalan to melphalan and hexamethyl-
melamine in patients with persistent disease after doxorubicin
and cisplatin. Cancer Treat Rep 1987; 71: 277-81.

3. Ozols RF, Young RC. Ovarian cancer. Chemotherapy of ovar-
ian cancer. Semin Oncol 1991; 18: 222-32.

4. Markman M, Rothman R, Hakes T et al. Second-line platinum
therapy with ovarian cancer previously treated with cisplatin. J
Clin Oncol 1991; 9: 389-93.

5. Markman M, Hoskins W. Responses to salvage chemotherapy
in ovarian cancer: A critical need for precise definitions of the
treated population. J Clin Oncol 1992; 10: 513-4.

6. Gore ME, Friatt I, Wiltshaw E et al. Treatment of relapsed car-
cinoma of the ovary with cisplatin or carboplatin following
initial treatment with these compounds. Gynecol Oncol 1990;
36: 207-11.

7. Schink JC, Harris LS, Grosen ER et al. Altretamine (hexalen)
an effective salvage chemotherapy after paclitaxel (Taxol) in
women with recurrent platinum resistant ovarian cancer. Proc
Am Soc Clin Oncol 1995; 14: 275 (Abstr 770).

8. Thigpen JT, Blessing JA, Ball H et al. Phase Il trial of paclitaxel
in patients with progressive ovarian carcinoma after platinum-
based chemotherapy: A Gynecologic Oncology Group Study. J
Clin Oncol 1994; 12: 1748-53.

9. Kavanagh J, Kudelka A, Freedman R et al. Taxotere (doce-
taxely: Activity in platinum-refractory ovarian cancer and
amelioration of toxicity. Proc Am Soc Clin Oncol 1994; 13:
237 (Abstr 732).

11. Armmstrong D, Rowinsky R, Donehower R ct al. A phase Il trial
topotecan as salvage therapy in epithelial ovarian cancer. Proc
Am Soc Clin Oncol 1995; 14: 275 (Abstr 769).

12. Burchenal JH, Lokys L, Turkevich J ¢t al. 1,2-Diamino-

13.

17.

19.

20.

21,

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

247

1069

cyclohchane platinum derivatives of potential clinical value.
Recent results. Cancer Res 1980; 74: 146-55.

Myers TG, Paull KD, Fojo AT et al. Multivanate analysis of
high-flux screening data using the DISCOVER computer pro-
gram package: Integrated analysis of activity patterns and
molecular structure features of platinum complexes. Proc Am
Assoc Cancer Res 1994, 35: 371.

. Misset JL, Kidani Y, Gastiaburu J et al. Oxalatoplatinum

(L-OHP): Experimental and clinical studies. In Howell SB
(ed): Platinum and Other Metal Coordination Compounds
in Cancer Chemotherapy, 374. New York: Plenum Press
1991.

Pendyala L, Creaven PJ. In vitro cytotoxicity, protein binding,
red blood cell partitioning, and biotransformation of oxali-
platin. Cancer Res 1993; 53: 5970-6.

. Alvarez M, Ortuzar W, Rixe O et al. Cross resistance patterns

of cell lines selected with platinum suggest differences in the
activities and mechanisms of resistance of platinum analogues.
Proc Am Assoc Cancer Res 1994; 35: 439,

Mathé G, Chenu E, Bourut C et al. Experimental study of
three platinum complexes: CDDP, CBDCA and L-OHP on
L.1210 leukemia. Alternate or simultaneous association of two
platinum complexes. Proc Am Assoc Cancer Res 1989; 30:
872.

Ortuzar W, Paull K, Rixe O et al. Comparison of the activity of
cisplatin {CP) and oxaliplatin (OXALJ) alone or in combina-
tion in parental and drug resistant sublines. Proc Am Assoc
Cancer Res 1994; 35: 332,

Brienza S, Vignoud J, Itzhaki M. Oxaliplatin (L-OHP): Global
safety in 682 patients. Proceedings of the Seventh International
Symposium on Platinum and Other Metal Coordination Com-
pounds in Cancer Chemotherapy. Amsterdam 1995 {Abstr
140).

Extra JM, Espie M, Calvo F et al. Phase 1 study of oxaliplatin in
patients with advanced cancer. Chemother Pharmacol 1990;
25:299-303.

Mathé G, Kidani Y, Misset JL et al. Phase I trial of oxalato-
platinum (L-OHP): A new trial design with dose escalation in
each patient. Proc AACR 1986; 27: 190 (Abstr A752).

Neijt JP, Ten Bokkel Huiniuk WW, Van der Burg MEL et al.
Long term survival in ovarian cancer. Eur J Cancer 1991; 27,
1367-72.

Markman M, Rothman R, Hakes T et al. Second-line platinum
therapy in patients with ovarian cancer previously treated with
cisplatin. J Clin Oncol 1991; 9: 389-93.

Ozols RF, Ostchega Y, Curt G et al. High-dose carboplatin in
refractory ovarian patients. J Clin Oncol 1987; 5: 197-201.
Ozols RF, Ostchega Y, Myers CE et al. High-dose cisplatin in
hypertonic saline in refractory ovarian cancer. J Clin Oncol
1985; 3: 1246~50.

Kavanagh JJ, Nicaise C. Carboplatin in refractory epithelial
ovarian cancer. Semin Oncol 1989, 16 (Suppl 5): 45-8.
Schilder RJ, LaCreta FP, Perez RP et al. Phase I and pharmaco-
kinetics study of ormaplatin (tetraplatin, NSC 363812) admin-
istered on a day 1 and day 8 schedule. Cancer Res 1994; 54:
709-17.

Burchenal JH, Lokys L, Turkevich J et al. 1,2-Diaminocyclo-
hexane platinum derivatives of potential clinical value. Recent
results. Cancer Res 1980; 74: 146-55.

Weiss G, Green S, Alberts DS et al. Second-line treatment of
advanced measurable ovarian cancer with iproplatin: A
Southwest Oncology Group study. Eur J Cancer 1991; 27(2)
135-8.

Willemse PHB, Gieterna JA, Mulder NH et al. Zeniplatin in
patients with advanced ovarian cancer: A phase II study with a
third generation platinum complex. Eur J Cancer 1993;
29A(3): 359-62.

Gietema JA, Veldhuis GJ, Guchelaar HJ et al. Phase I1 and
pharmacokinetic study of lobaplatin in patients with relapsed
ovarian cancer. Br J Cancer 1995; 71: 1302-7.



1070

32. Kavanagh JJ, Edwards CL, Freedman RS et al. A trial of loba-
platin (D-19466) in platinum-resistant ovarian cancer. Gyne-
cologic Oncol 1995; 58: 106-9.

33. Misset JL, Soulié P, Férérrés M et al. High activity of combined
oxaliplatin (L-OHP) cisplatin (CP) as salvage treatment in pre-
treated ovarian cancer (OC). Proc Am Soc Clin Oncol 1994;
13: 273 (Abstr 876).

34. Louvet C, Bleiberg H, Gamelin E et al. Oxaliplatin (L-OHP)
synergistic clinical activity with 5-fluorouracil (FU) in FU
resistant colorectal cancer (CRC) patients (pts) is independant
of FU + folinic acid (FA) schedule. Proc Am Soc Clin Oncol
15: 206, 1996 (Abstr 467).

248

Received 20 May 1996; accepted 30 October 1996,

Correspondence to:
Philippe Chollet, MD
Centre Jean Perrin

58, rue Montalembert
63011 Clermont-Ferrand
France



09641047193 86.00 + 0.00
© 1993 Pergaman Press Lid

EurJ Cancer, Vol. 294, No. 8, pp. 10811088, 1993.
Prinied in Greai Britamn

Treatment Results, Survival and Prognostic
Factors in 109 Inflammatory Breast Cancers:
Univariate and Multivariate Analysis

Jocelyne Attia-Sobol, Jean-Pierre Ferriére, Hervé Curé, Fabrice Kwiatkowski,
Jean-Louis Achard, P. Verrelle, Viviane Feillel, Monique De Latour,
Claudine Lafaye, Claire Deloche, Jacques Dauplat, Anne Doly,
Raymond Rozan and Philippe Chollet

Between 1978 and 1987, 109 patients without metastatic disease were treated by induction chemotherapy for
inflammatory breast cancer (IBC) or “neglected” locally advanced breast cancer (LABC): 62 patients had a
clinical history of rapidly growing tumours (doubling time < 4 months) and inflammatory signs; conversely, the
47 neglected patients had local inflammation with a longer history of LABC. 103 patients were fully evaluable. All
patients received the same induction chemotherapy with doxorubicin, vincristine, cyclophosphamide and 5-
fluorouracil. After six cycles, locoregional treatment was by radiotherapy if a complete or nearly complete
response had been obtained, and total mastectomy, with pre or postoperative radiotherapy, in other cases. The
chemotherapy after local treatment comprised of six cycles for LABC and 12 cycles for IBC (six without
doxorubicin). With a median follow-up of 120 months, the median overall survival (OS) time was 70 months as
against 45 months for disease-free survival (DFS). No difference was observed for OS and DFS between LABC
and IBC. The regional recurrence rate was 24% (15% for radiotherapy alone). 20 factors of potential prognostic
significance were evaluated by univariate and multivariate analysis. For DFS and OS, univariate analysis
suggested a worse prognostic significance for “‘peau d’orange” appearance of the skin, clinical evidence of node
involvement and poor response to chemotherapy after three cycles, on mammographic criteria. The cumulative
dose of doxorubicin after three cycles seemed to have a significant effect on OS (P < 0.03) but was too closely
correlated with age to draw definite conclusions. In the multivariate analysis, “peau d’orange”, menopausal staus
and clinical node involvement predicted DFS. “Peau d’orange” and clinical node involvement also predicted OS.
Our results indicate that IBC and LABC do not behave differently when treated with our procedure.

Eur ¥ Cancer, Vol. 29A, No. 8, pp. 1081-1088, 1993.

INTRODUCTION
INFLAMMATORY BREAST cancer (IBC) is an uncommon cancer
constituting only 1-4% of breast cancer cases in western coun-
tries [1]; most of our knowledge comes from retrospective and
prospective (single-armed) studies, devoid of control groups.
IBC is characterised by a high rate of locoregional and mainly
metastatic failures, which occur rapidly. With well-managed

locoregional treatment (surgery and/or radiotherapy) alone the
overall survival (OS) may not exceed 5% at S years [1, 2].
Therefore, IBC has been considered to be a systemic disease,
i.e. with micrometastasis at the time of diagnosis, requiring
systemic treatment with combination chemotherapy. This effec-
tively improves OS to within the range of 30-50% at 5 years
[2-5).
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Table 1. Clinical classtfication of patients according 10 TNM-

vicc
Doubling time
Supra < 4 months (IBC)

Tumour clavicular

size NO NI N2  node Pev 2 Pev 3 LABC
<2cm 1 i 0 0
2-5cm 312 1 3 10 2 7
>S5Sem 25 53 6 5 33 16 40

All patients were T4d, due 1o the presence of clinical inflammatory
signs. However, more details are given as tumour size, clinical node
status and Pev classification.

Qur purpose was 1o define more clearly the factors related 1o
the risk of recurrence in IBC wtreated by chemotherapy, to
evaluate the effectiveness of a combined modality approach
using neoadjuvant chemotherapy, and to compare our group of
IBC patients with a group of locally advanced breast cancer
(LABC) patients with inflammatory signs which appeared in the
later stages of a “‘neglected” tumour, and constituting also a
group of patients of bad prognosis with a high recurrence and
metastasis rate.

PATIENTS AND METHODS

Between January 1978 and December 1987, 109 patients with
IBC, or secondary inflammatory LABC participated in this
study. This retrospective work included two groups: 62 patients
(group I) treated for IBC, and 47 pauents {(group II) for
“neglected™ breast cancer. Group | included pauents showing
clinical evidence of IBC, i.e. all were T4d for TNM-UICC; they
were classified according to Denoix [6]; Pev2 for erythema, with
or without cedema, localised to the tumoral area and Pev3 for
inflammatory signs (erythema, oedema, warmth, pain) enlarged
to the whole breast, when associated with a clinical history of
rapidly growing tumour (doubling time = 4 months) (7-9].
Conversely, group Il included patients with “neglected” tumour
{doubling time from 4 months to a few years), all of whom
presented secondary evidence of the same clinical inflammatory
signs; all these patients could also be classified T4d according to
TNM-UICC (Table 1).

Of the 109 patients, 103 were evaluable for response, 6 were
excluded because of distant metastasis at referral (2 patients) and
different treatments from the scheme proposed in this review—
3 pauents for primary surgery, and 1 patient for another
combination chemotherapy.

Local malignancy was ascertained by breast biopsy for all
patients. Tumour grading according to  Scarff-
Bloom~Richardson (SBR) was established for only 71 tumours,
and hormonal receptor assays for 36 tumours (mostly at surgery).

We paid particular attention to *peau d’orange” appearance,
but skin biopsy was deemed appropriate in only 12 cases: tumour
emboli within the dermal lymphatic vasculature were noted in 7
of these 12 cases.

The staging was completed by general evaluation—bone
scinugraphy, chest X-ray, and liver echography or scan.

Correspondence to P. Choller.

The authors are at the Centre Jean Perrin and INSERM U 71, Rue
Montalembert, B.P. 392, 63011 Clermont-Ferrand Cedex, France.
Revised 15 Sep. 1992; accepred 28 Dec. 1992.
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The median age of the patients was 53.7 (range 32-79 years);
47 patients were premenopausal and 63 postmenopausal. Clinical
evidence of lymph node involvement was noticed in 82 patients,
confined to the axillary area (N1, N2) in 74 and extended to the
supraclavicular region (M1) in 8 cases. Median follow-up was
120 months as of 1 July 1992.

The patient- and tumour-related variables taken into account
were inflammatory signs (Pev2, Pev3, and “neglected”
umours), age, menopausal status, initial tumour size, clinical
nodal stage and pathological involvement of axillary nodes,
‘“‘peau d’orange” appearance, tumour differentation, oestrogen
and progesterone receptors, primary mammographic criteria,
and family history of breast cancer.

Treatment

All the patients were treated by the same first combination
chemotherapy: doxorubicin, 30 mg/m? day 1 (D1); vincristine,
1 mg/m? D2; cyclophosphamide, 300 mg/m? and S-fluorouracil,
400 mg/m? D3 to D6. Treaument was repeated on the 28th day
after D1, which marked the first day of the next cycle. After
three to six cycles (mainly six cycles) the patients received a
locoregional treatment according to clinical response: radio-
therapy alone, if a complete or nearly complete response had
been obtained, and total mastectomy, with pre- or postoperative
irradiation, in all other cases (Fig. 1). Chemotherapy was
resumed for six cycles for LABC and 12 cycles for IBC (six
without doxorubicin).

Irradiation of the breast and lymphatic area (axillary, supracla-
vicular and internal mammary) was effected by opposed tangen-
tial beam of *Co. The average dose was 50 Gy, given for 5-6
weeks (2 Gy/day, S days/week).

Patients whose local treatment consisted of radiotherapy alone
received an additional 25 Gy bowost to the residual breast mass,
using a reduced tangential cobalt beam, and 5-15 Gy to the
axillary region (according to the initial clinical lymph node
involvement). For those treated by surgery, an additional 5 Gy
on the skin and in the axillary area was effected by cobalt beam
and electrontherapy.

Additional hormonal therapy (tamoxifen 20-30 mg/day
orally) was used in the initial treaunent or after surgery for 20
postmenopausal patients in whom hormonal receptors (E;) were
detected (of whom 12 belonged to group II).

Evaluation

Clinical and paraclinical responses. Patients were evaluated
after three cycles of primary chemotherapy, and reviewed again
after the end of treatment. Response criteria are given in Table 2.

Clinical responses were evaluated according to developments
in the size of tumour, lymph node and inflammatory signs, and
were classified in the following five classes: complete response
(CR), partial response > 50% (PR), moderate response < 50%
(MR), no change (NC) and progression of disease (PD). The
same classification was used for mammographic responses.

The disappearance of inflamm atory signs (oedema, erythema,
pain) with persistence of warmth was considered as a PR, as was
the persistence of “peau d’orange’ appearance without the other
signs. In this last case, when tzhe thickening of the skin on
mammogram was unchanged, the response was classed as MR.
When the clinical tumour had disappeared, leaving a tumoral
residue which was discovered only at surgery, the response was
classified as PR.

Statistical evaluation. In spite of only 103 out of 109 patients
being evaluable for response, our analysis was performed on the
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Chemotherapy

AVCF

3-6 cycles

Complete or nearly
complete response

Exclusive radiotherapy

Postoperative radiotherapy

moderate (<50%) response
partial (>50%) response

Total mastectomy

|

No change or
progression of disease

| l

Preoperative irradiation

| l

Surgery

Maintenance chemotherapy /

12 cycles for [BC (six with doxorubicin, six without doxerubicin}
six cycles for LABC

Fig. 1. Scheme of treatment. * In the case of massive axillary lymph node involv di
Number of all cycles of chemothetapy 18 for IBC 12 for LABC.

whole group. 20 variables were analysed (Table 2)in a univariate
analysis using the Kaplan-Meier method [10] for calculating
curves of OS and disease-{ree survival (DFS).

The time to failure or death was calculated from the date of the
first examination, which was rapidly followed by chemotherapy
(within 5 days). Comparisons between curves were made using
the log rank test. The relative importance of prognostic factors
on OS and DFS was estimated according to the Cox model [11].

A few patients were excluded for some particular parameters
when lacking in the patient survey. Actual numbers for each
statistical analysis are indicated in the text.

RESULTS
Patient and disease-related factors

Doubling time and inflammatory signs (Pev2, Pev3,
LABC). The median OS for all patients was 70 months; at 5
years the actuarial survival rate was 55%. The median DFS was
44.9 months; at 5 years the actuarial disease-free survival rate
was 4% (Fig. 2).

There was no significant difference in DFS and OS between
the two groups of IBC (62 patents) and LABC (47 patients), nor
in the subgroups Pev2 (44 patients) and Pev3 (18 patients)
(Fig. 3).

As no difference in prognosis was observed between groups |
and 2, both groups were studied together to assess the import-
ance of other factors.

Age and menopausal status. Age was a significant factor in
OS (P < 0.03) and DFS (P < 0.02) when the patients were
separated into two groups (under 55 and over 55), with a
significantly worse survival in older patients. Menopausal status
was also significant for decreased DFS (P < 0.02) and OS
(P < 0.02).

Tumour size. Tumour size is often difficult to estimate
precisely in inflammatory breasts; Table 1 shows a predomi-

was performed at the end of chemotherapy.

nance of large tumours. However, patients presenting with a
small tumour (T1, T2) showed a significantly better overall
survival rate (P < 0.04) and DFS (P < 0.04) than those with a
larger tumour (Table 2), but, in the multivariate analysis, the
Cox model did not retain it.

“Peau d'orange” as a main prognostic factor?  Patients pre-
senting a “peau d’orange” appearance (45 patients) showed a
worse OS (P < (.0001) and DFS (P < 0.0001) than padents
devoid of this clinical sign (60 patients) (Fig. 4).

Lymph node involvement. A significant difference in OS
(P < 0.05) was seen after grouping patients by no involvement
(NO) versus evidence of clinical node involvement (N1b, N2,
N3). DFS appeared to be significantly affected by this categoris-
ation (P < 0.03). The lymph node involvement after chemo-
therapy was a significant factor on OS (P < 0.02) and DFS
(P < 0.01).

Criteria on primary mammography. Together with clinical signs
inflammatory signs were also considered: thickening of the skin
{which corresponds with “‘peau d’orange” appearance), oedema,
and hyperdensity of the whole gland. Thickening of the skin had
no significant effect on overall survival (P < 0.09), and on DFS
(P = 0.30); the other signs were insignificant.

The aspect of the tumour mass was also analysed (nodular,
radial, or absence of tumour) as well as the uni- or plurifocality,
and the presence of microcalcifications. All these criteria had no
significant effect on OS or DFS.

Treatment-related factors

Response to induction chemotherapy after three cycles. Clinical
response, measured by changes in tumour size had no significant
impact on DFS or OS, although DFS was better for those in
whom inflammatory signs resolved (P < 0.04). Mammographic
response, which was evaluable in 89 patients did, however,
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Table 2. Univariate analysis according 10 Kaplan-Meier's method

Overall survival Relapse-free survival
S-year Median 5-year Median
Factor No. (%) {months) P (%) (months) P
Inflammatory signs
Pev2 = 61.4 74.6 54 —_
Pev3 18 55.6 70.2 0.75 39 37 0.20
LABC 47 48.9 64.6 36 38.3
Age
<55 56 62 — S5 70
=55 53 47 76.7 < 0.03 32 36.2 < 0.02
Menopausal status
Pre- 47 66 — 57 73.4
Post- . 62 47 53 < 0.02 34 35.5 < 0.02
“Peau d’orange™
Yes 45 38 41.8 29 25.5
No 60 70 - < 0.0001 58 83.5 < 0.0001
Tumour
Ti 1 N/A - N/A —
T2 13 77 _ 69 —
T3 29 69 103.2 < 0.05 52 61.2 < 0.02
T4 66 44 45.9 35 31
N stage (clinical)
NO 28 75 112.4 61 81.2
N1 66 51 65.4 < 0.05 41 38.7 0.20
N2 7 29 38 29 21
N3 8 37 41.5 < 0,05 25 30 < 0.03
NI,N2,N3 82 47 53.8 37 36.6
Grading (SBR)
1 3 66 52.5 33 32
2 43 53 67.7 0.80 39 40 0.90
3 25 56 69.2 48 45
N involvement (pathology)
Positive 52 46 52.9 31 34
Negative 23 78 —_ < 0.0! 70 — < 0.001
Qestrogen receptor
Positive 22 64 75.9 45 51
Negative 14 61 - 0.81 S0 52 0.%90
Progesterone receptor
Posiuve 12 91 — 58 — 0.16
Negative 24 54 65.9 < 0.05 46 46
Response after three cycles of induction
chemotherapy based on
mammographic criteria
CR + PR 19 84 125.5 68
MR, NC, PD 70 49 55.4 < 0.02 38 36.2 < 0.01
Clinical criteria
Tumour
CR + PR 21 65 89 52 56.2
MR, NC,PD 68 54 70 0.14 42 41 0.17
Inflammatory signs
CR + PR 51 64 93.7 49 55
MR, NC, PD 43 46 51.5 0.22 39 27 < 0.04
Adjuvant chemotherapy
Yes 84 65 100 51 64.5
No 11 27 39 0.04 27 22 < 0.03
Criteria on primary mammography
Inflammatory signs
Skin thickening
Yes 40 45 58.5 32 34
No 23 65 80 < 0.09 48 54.5 0.30
Oedema
Yes 32 47 51 40 35
No 3l 58 74 0.87 35 45 0.71
Hyperdensity
Yes 31 51 63.4 36 35
No 30 53 61.4 0.94 40 39 0.36
Conunued overleaf
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Table 2. Continued

Overall survival Relapse-free survival
S-year Median S-year Median
Factor No. (%) (months) P (%) {months) P
Tumour mass
Radial 50 58 69.6 48 52
Nodular 12 58 73 0.50 50 39 0.30
Absence 35 51 62 34 37.2
Plurifocality 17 53 63 47 46.5
Unifocality 80 54 66.9 0.89 4] 38.9 0.88
Microcalcifications
Yes 45 53 68.2 40 41.5
No 49 57 69.2 0.57 45 4 0.67
Family history of breast cancer
(present) 38 62 75.6 52 60.9
First degree relative
(present) 29 60 71.4 0.60 47 52.3 0.27
No family antecedent 72 49 56.6 38 37.2
Relative dose intensity of doxorubicin after three cycles
=0.70 24 37 37 29 29
=0.71 76 62 81.5 < 0.02 49 52.9 < 0.05
Total dose of doxorubicin (mg)
= 450 37 43 51.5 35 35.5
> 450 59 71 105.5 < 0.03 56 71.5 < 0.03
100 100
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Fig. 2. Disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) of the
109 patients on 1 July 1991, according to Kaplan-Meier method.
Curve 1: OS mean 65.6 months; median 71.2 months. Curve 2: DFS

mean 55.6 months; median 44.9 months.

Percentage

5
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Fig. 3. Overall survival in three subgroups of patients (15 February
1991). 1: 44 patients classified PEV2, mean 69.9 months; median 78.9
months. 2: 18 patients classified PEV3, mean 67.1 moaths; median 67
months. 3: 47 patients classified LABC, mean 60.9 months; median

53 months. n.s. (log rank test x*> = 1.92).

Fig. 4. Overall survival of patients with “peau d’orange” appearance

(curve 1) or absence (curve 2). 1: 45 patients, mean 51.1 months;

median 41.8 months. 2: 60 patients, mean 78.3 months; median 119.1
months. P < 0.0001 (Mantel-Haenszeltest € = 4.1).
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Fig. 5. Overall survival in patients presenting before treatment:

Curve 1: (60 patients) without ‘‘peau d’orange”, mean 78.3 months;

median 119.1 months. Curve 2: (24 patients) ‘‘peau d’orange” without

microcalcifications on mammogram, mean 57.4 months; median 53

months. Curve 3: (17 patients) “peau d’orange” and microcalcifi-

cations, mean 41.7 months; median 28.2 moaths. P < 0.001 according
to Kaplan-Meier test (x* = 24.8).
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Fig. 6. Overall survival in patients presenting before treatment:

Curve 1: (60 patients) without “peau d’orange”, mean 98.3 months;

median 119.1 months. Curve 2: (13 patients) *peau d'orange” without

skin thickening on mammogram mean 56 months; median 48 months.

Curve 3: (23 patients) “peau d'orange™ and skin thickening, mean 44.2

months; median 35 months. P = 0.001 according to Kaplan-Meier
test {x* = 21.25).

have a significant influence on both DFS (P < 0.01) and S
(” < 0.02).

Dase intensity and total dose of doxorubicin, According to the
method of Hryniuk and Bush [12], we calculated the dose
intensiry really received {DIRR) of each drug for each patient at
three and six cycles as well as the relative dose intensity (RDI)
for each drug, ratio: theoretical dose intensity (defined as
1)/actual days of treatment.

Doxorubicin DIRR at three cycles was the only drug with
significant effect on O8 (P < 0.02) and on DFS (* = 0.05);
doxorubicin RDI was also significant for OS at six cycles
(P = 0.05).

We analysed the patients in two groups, above and below a
given doxorubicin RDI at three cycles{= 0.70 or = 0.71). The
group which received RDI = .71 (76 pauents) had a better
survival curve (P < 0.02) than the group with RDI = 0.70 (24
patients).

The total dose of doxorubicin administered was significant for
OS5 (P < 0.03)and DFS (P < 0.03) by considering two groups
with a given cumnulative dose (=450 mg and = 451 mg).

Mainienance chemotherapy. Adjuvant postlocal treatment
chemotherapy was significantly beneficial on DFS (P < 0.03)
and on O3 (P = 0.04). 11 patients (8 of whom refused) did not
receive adjuvant treatment.

The toral number of chemotherapy cycles (12 vs. 18) did
not appear to be significant for OS5, However, maintenance
chemotherapy improved the DFS period (deferring relapse),
although the difference was insignificant.

Treatment tolerance. Treatment tolerance was generally good,
and there were no toxic deaths. Haemartological tolerance of
chemotherapy was generally good, except for 1 case of severe
aplasia. In 3 cases, doxorubicin was discontinued due to the
occurrence of electrocardiographic changes, but no congestive
heart failure was observed. All patients developed alopecia.
Nausea and vomiting were mild and controlled with antiemetics.
We observed two pulmonary embolisms after surgery.

Locoregrional treatment. Exclusive radiotherapy was carried
out on 23 patients (7 CR, 10 PR, 4 MR, and 2 NC in mammo-
graphic criteria), for whom there was a clinical response con-
sisting of the disappearance of inflammartory signs and no clinical
tumoral residue.

I. Artia-Sobol et al.

Surgery was performed for 74 patients (absence of inflamma-
tory signs, but with persistence of a tumour mass) and consisted
of a modified radical mastectomy with axillary section, followed
by radiotherapy.

6 patients had preoperative irradiation for progression or
persistence of the tumour despite chemotherapy. Their survival
was not significantly different. 3 other patients presented evi-
dence of metastaric disease ar 6 months and did not undergo any
local treatment.

Local treatment failure and metastasis. 68 patients (62%) have
relapsed, of whom 26 (24%) had a locoregional recurrence. This
last figure represents 15% (4/26) of the patients weated by
exclusive irradiation and 27% (21/69) of those treated by radio-
therapy and surgery in conjuncton. The median survival from
the relapse was 16.9 months.

Systemic metastases were observed in 55 patients; located in
the pleura and lung (16/54, 30%), bone (11/54, 20%), the brain
(1/54, 2%), the liver (3/54, 9%), the ovaries (1/54, 2%) or at
multiple sites (22/54, 41%) {associated sites of skin, bone, brain,
lung and/or liver). Brain metastasis appeared to be frequently
associated with other sites of metastasis in our study (19%).
There was no significant difference between Pev2, Pev3, or
LABC on the occurrence of metastasis or local failure.

DISCUSSION

IBC is the most agressive form of primary breast cancer,
and should be differentiated from LABC on natural history
parameters. The natural course of IBC is completely different
from that of LABC. Inflammatory signs appear rapidly in
a previously healthy breast with a short delay berween the
observation of the first symptom and the seeking of medical
attention (= 4 months) [7-9]; the tumour doubling time is short,
(= 6 months by definition) [6].

In this report, the diagnosis of IBC is based on clinical eriteria
(T4d) as in other recent reports [4, 9, 16], bur in accordance
with the Pev classification [6], inflammatory signs were limited
to the tumour area {Pev2) or extended to the whole breast (Pev3).

Qur results suggest that Pev? and Pev3 may not be differen-
tiated, despite the fact rhat Pev is clinically less severe (or
because of the small size of the Pev3 group). The clinical
characteristics proposed by Haagensen [8], including redness
and oedema of more than 33% of the mammary surface, could
be used.

Conversely o IBC, LABC concerns “neglected” locally
advanced breast cancers, with secondary appearance of inflam-
matory signs.

However, in spite of clinical and biological differences, IBC
and LABC have similarities: the high incidence of failures in
distant sites indicates that disseminared micrometastasis have
already raken place at the time of diagnosis [8, 13, 14]. There-
fore, they often receive the same type of reatment with induction
chemotherapy. Qur results with primary chemotherapy did not
show significantly different behaviour berween [BC and LABC
in terms of DFS and OS, as previously suggested by some
authors [14, 15].

The introduction of chemotherapy in the management of [BC
had led to a significant improvement in patient outcome [1, 4 ,
5,7, 23, 271, In this study, median OS was 70 months with a
DFS of 44.9 months. The S-year survival rate appeared to be
lengthened (55%) compared to most published treatments [4, 9,

24], but it is uncertain whether a platean is obtained, and the
survival curve may still decrease progressively.
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Fig. 7. Doxorubicin dose intensity at three cycles as a function of
patient’s age (correlation coefficient: r = 0.528; P < 0.00001).

The presence of “peau d’orange” was of negative prognostic
significance for OS and DFS, as suggested in previous studies
[25); this sign is a major element in the current UICC-AJC
staging system, but without practical consequences in staging;
our results are in favour of considering it as a possible factor for
subclassification.

Patients with clinically involved nodes (N1b, N2, N3) had a
worse prognosis than those without (N0O). Similar results have
been reported by some authors [4, 25, 26], burt not found by
others [22, 27].

Menopausal status and age appeared to be significant for OS
and DFS. But in the multivariate analysis, we found a higher
risk of relapse for menopausal patients, as did Rouessé et al. [5].
Other authors [4, 16], have found that these factors do not
influence prognosis.

Response to initial chemotherapy measured clinically was a
poor indication of long-term outcome in our series, unlike several
other studies [4, 13, 29]. However, mammographic response to
chemotherapy at three cycles had a very important prognostic
significance for DFS and OS, as reported elsewhere [4, 9, 20,

26, 29-31].

As for the dose intensity delivered at three and six cycles,
doxorubicin dose intensity appeared to be the only significant
drug factor at three cycles on OS and DFS. However, when
separating patients under and over 55 years of age, it did not
show any statistical significance. To eliminate this age effect
(Fig. 7), we studied the doxorubicin DIRR with patients whose
age was < 65 years. Among them, patients receiving = 0.70 of
projected doxorubicin doses had a better OS with borderline
significance (P < 0.08). We could conclude that dose intensity
may be important, but its relationship with age makes interpret-
ation difficult.

A multivariate analysis with a Cox model allowed classification
of prognostic factors according to their significance: (1) “peau
d’orange”; (2) microcalcifications; (3) thickening of the skin; (4)
menopausal status; and (3) N stage. “Peau d’orange” associated
with skin thickening worsened the prognosis (Fig. 6)
(P < 0.001). The presence of breast microcalcifications also
added a worse prognostic element when associated with “peau
d’orange” (Fig. 5) (I < 0.001). Microcalcifications, which are
known to correspond with tumoural necrosis, might be a factor
of worse prognosis in this form of tumours, like necrosis in
sarcoma [35].

This retrospective study confirmed the effectiveness of pri-
mary chemotherapy to obtain a longer survival in both LABC
and [BC. Nowadays, several trials in this field use intensive
chemotherapy, alone or associated with G/GM.CSF, or followed
by bone marrow autografting.
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