Table des matieres

Y =TT 1 TN 7
But du travail ......eeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinirrrrrr s s 9
RESUME ....ccciieiiiieiinutiiiiiisiiiiisisiinnienneerssssessssssssssssssssssssssssssssssnennessssssnssssssssssssssssss 11
INTRODUCTION.....iittiiiuiiinsiencinnisiansstanssiasssrsessssestsssstsssssssssssnsssasssssssssssssssssssnssssnsss 13
I. Le marché mondial des produits « anti-G8€ M......ccceeeerreenrirreeeneirreenneireeenseereennseereennseeseens 14
1. Les cellules de 1@ PEAU .....cveeiieeiieeieieectricrreeerrenereenereaserensssensessasernsssessnssensesensessnsesenne 15
L. LS KBIatiNOCY S et e e e e e e e e e e e e e aeaeaaeeeeaereararaaas 15
2. LS fIDrobDIastes. .. .uieiii e e 17
3. LES MEAIANOCYLEES ..ottt re s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeese s s e e s b et aeeeeaaeeaeeeans 19
1 TS 4 =T 0 )14 V7« -1 4| 21
L. DAFINITION .ttt et e s e e e st e e e e ae e e e e anres 21
2. OXydation deS ProtEINES ....ccoeveeviieeieeieiei i rrrereee e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeressersrsararnraaanaannns 22
IV. Le vieillissement cellulaire cutané ...........ccooviireiiiiiiiiiiiinnniniin e 25
1. Le vieillissement cellulaire intrinSEQUE.........eeveveeeeiiiiiiiciccrierere e ee e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeens 25
2. Le vieillissement cellulaire @XtrinSEQUE ....uuuuueuiiiiiiieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
3. Effets des UV SUT 1@ PEAU ..uuiiiiiiiiiicccciiieieie e ee e e e e eeeeee e eee e e e e e e e e e eeeeaaens 30
3.1. Effets biologiques des UVA.........ooooiieeeeeeeeeeetrcrres s e e e e e e e e e e e e e e eeeaeeeeeeeseseeeaees 32
3.2. Effets Diologiques deS UVB.........coooieieeeieeeeieeieiiicceiese s e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeesesesesenees 33
V. Les systémes de protection eNAOZENES ....c.ccceeerreeirennereenerrenirreeireenierensereesssrnsesensserannes 35
1. Systéemes cellulaires antioxydants
O - | ] = 1] O OO PU U PP PPPPPRO 35
1.2, SUPEIrOXYdE diSMULASE ..uuieieieeeieeee et s e e e e e e e e e e eeeeaaeeaeeseseeesenens 35
1.3, GlUtathioN PEIOXYAASE ..uuieieeeeeee et e e s e e e e e e e e e aaaeeeeeeeseeeeeaees 35
1.4, ThiOrEAOXINES ..eeeiiiieiiee ettt ettt et e e st e e s st e e e s s b bt e e e e sbbeeeeesanres 36
A o ¥ AT e [T o L o] = 1 TN =Y | U 36
3. Roéle du glutathion et des enzymes de phase Il dans la protection cellulaire................. 38
3L, GIULALRION e st e e e e e st eeesaan 38
3.2, GlUtathioN-S-transfrase ......ccoiviuiiiiiiiiieee e e e e 39
3.3. NADPH : quinone oXydOréducCatSe 1 ..........uuvvrvruriuiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeesenees 41
4, La Protéostasie CIUIAINE. ... e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeseeees 42
L Wl o] o] =T o 1 0 [OOSR 43
6. Le SYStEME KEAPL-NIT2 .ottt e e e e e e e e e e e e s 46
V1. La famille des BrassiCac@es......ccuuuvviiiiiiiiiiirnnuniiiiiiiiiinmsuiiiiniiiisssssisssss. 47
O o 1YY 01 =) [ o OO PP P PP OPRPPPPP 47
2. NUEFITION €1 SANTE ..eiiiiiie et et e e et e e s et e e e e 49
VII. Molécules soufrées CytoproteCctriCes .....cceeerrerrreerirenereenerrenirrnnceeeneerenserrossernsesenseerannes 50
V1L (o1 =T o] 1 F-1 [PPSR PRt 50
1.1. Synthese naturelle du sulforaphane .........ooevevvviiiiiiiccciccccree e, 50

1.2. Un CytoproteCteUI PUISSANT...uuuiiiiiiiiiiiieie e et e eeerter e e e e et e e e e eetaaee e e e e eaabaeeeaees 53



1.3. Mécanisme du sulforaphane dans la cytoprotection......cccceeeeeeeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeenns 53

P - Tol o [l o B [T To 1 [o [V IO 54
2.1, L’antioXydant UNIVEISEI .......ccooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeet e s e e e e e e e e e e e eeeeaeeeeeeeeeseseseeees 54
2.2. Les activités biologiques de I'acide lipoTQUE.......uuuueieiciiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaes 56

Partie expériementale | : Evaluation des effets du SFN et I’AL sur I’activité protéasomale d’un
modele expérimental de vieillissement cutané de fibroblastes humains normaux.

Matériel et MEthodes ........ccueeiiiiiiiiieiiiiiiii s ss s s s s snnssssnns 59

RO T ] U] = o= | V] 1 o RN 60

1. Origine des MOIECUIES ULIIISEES .......ccoeiviieeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeaeaees 60

2. Lignée cellUlairg NHDF.........coooiiiieeeeeeeeeeiccrtre s e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeesereesassssasaraanaannannen 60

3. Milieux et conditions de CUUIE........uuviiiiiiiiiii e 61

| O =X 1Y/ 0 SRRSO 62

1. Principe de |@a MELNOTE ....coeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeseeeaeeees 62

2. MELhOAE ULITISEE ..uuvviieiiiiiii e e e e e e e e e e e s e s s sbbbeaeeeeeeeeeeeas 63

lll. Prolifération cellulaire : comptage au bleu de Trypan.....c.cccceevenceriecireecnrenerennereenennns 64

1. Principe de |@a MELNOTE ....cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeaeeees 64

2. MELhOAE ULITISEE ...uvviieiiiiiii it s e e e e e e s e s s sbbreaeeeeeeeeeeeas 64

IV. Mesure de la production de ROS par cytométrie de flux et CAA .......ccceeereeireencrrennnnne. 65

1. Principe de |@a MELNOTE ....cceeeeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeseeees 65

2. MELhOAE ULITISEE ..euvvvieiiiiiie et e e e e e e e e s s sbbbeaeeeaeeeeeeeas 66

V. Mesure de la carbonylation des protéines.......ccccceeveeereecrieiriecriencereeereeseernereencerennes 67

1. Principe de |a MELNOTE ....coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeees 67

2. MELhOAE ULITISEE ...uvviieiiiiiiii e e e e e e e e e e e s e s s sabbbeareeeeeeeeeeas 67

VI. Expression génique de PSMB5 et Nrf2 par RT-PCR.....cccccciteeirrenireencrennereoncernsesenncerennes 69

1. Principe de |@a MELNOTE ....coeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeaeeees 69

2. MELhOAE ULITISEE ..uuvviieiieieii it e e e e e e s e s s sbbrraeeeeeeeeeeeas 71
VII. Expression protéique des sous-unités du protéasome 20S par WB et

iIMMUNOFIUOIESCENCE .....uiiiieeiiiiiieiiiiirniiirri et reeese s reaesessenassessenssssssenssssssanssssns 72

1. Principe de |la méthode dUu WB..........cooiieiiieieeeeeeeeer et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeens 72

2. MELhOAE ULITISEE ..euvvvieiiiiiie et e e e e e e e e s s sbbbeaeeeaeeeeeeeas 74

3. Principe de la microscopie a fluorescence et immunofluorescence .......ccceceeeeeeeeeeeeen.... 76

Y = d o Yo Yo L U a1 Y= PP PPPPPPRN 76

VIIl. Mesure de I'activité du protéasome par chémiluminescence .......cccceevvenirrencreenerennns 77

1. Principe de |@a MELNOTE ....coeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeaeeees 77

2. MELhOAE ULITISEE ...uvriiiiiiiiie i e e e e e e s e s s sabbrraeeeaeeeeeeeas 78

IX. ANAlySeS StatiStiQUES ..cuurreerireeireeereeerrierteeereenerenereassernssrensessasernsssesssssensesensessnsessnne 78

2T U] - £ R 79

I. CytotOXICIté dES COMPOSES ....ccuuireenerrenerrinirieeereenerennereescernssrensessassernsssesssssensesensessnsessnne 80

Il. Effets de I’AL et du SFN sur la prolifération cellulaire ......cccoceecerenierreiirrenirenicreeiernennnnee. 81

I1l. Effets de I’AL et du SFN sur le taux de ROS intracellulaire ........ccceecirreeiiiiienniiiiennncnnes 83

IV. Effets de I’AL et du SFN sur la carbonylation des protéines.......cccceeeeerveireecreencrnennnnne. 84



V. Effets de I’AL et du SFN sur I’expression génique de PSMB5 et Nrf2........ccccceeeveeneerennns 87
VI. Effets de I’AL et du SFN sur I’expression protéique de PSMB5 et Nrf2........ccccceveueerennns 89
VII. Effets de I’AL et du SFN sur l'activité du protéasome 208S........ccccceerreererrencrrnncreencerennes 92

Partie expériementale Il : Induction des enzymes de phase Il glutathion-S-transférase et
NADPH : quinone oxydoréductase-1 par des dérivés originaux du sulforaphane sur un
modele de kératinocytes humains HaCat.

Matériel et MEthodes ........ccccviiiiiiiiiiiiiiiniiniii s 96
I. Culture cellul@ire ......ccviiiiiiiiiiiiiiiiiirrr s s saaa e 97
1. Origine des MOIECUIES ULIIISEES .......ccoeiviieeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeaeaees 97
2. Lignée cellulairg HAaCat ........oooveeeeieeeeeeeieiiiicrere s e e e ee e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeseeseseseasaenanannaannen 98
3. Milieux et conditions de CUUIE.......c.uiiiiiiiiiiee e 98
L IR =T 8 S 99
1. MELThOAE ULITISEO ..eeeiieeiiie et e s e e s et e e e e nbes 99
lll. Mesure de la quantité de GSH intracellulaire.......ccoceveeerreeerenerrecrrecreencerenerennenennes 100
1. Principe de |@a MELNOTE ...ceeeeeeecc e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeenens 101
2. METNOAE ULIIISEE ...eeeeiiiiiiee ettt e e st e e s sbte e e e s sabaeeeesaes 102
IV. Mesure de I'activité de la GST intracellulaire..........cccoviirrerreniiiiiiiiinnniciiniinnnnneeeenn, 103
1. Principe de |@a MELNOTE ....ceeeeeeeeceeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaenees 103
2. METNOAE ULIIISEE ...eeeiiiiiieee et e e st e e s st e e s sabeeeeesaes 104
V. Mesure de I'activité de |a NQOL.........ccoiiiirremnniiiiiiiiiinnnniiiiisssssssssn. 105
1. Principe de |@a MELNOTE ...ceeeeeeece e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeees 105
2. METNOAE ULIIISEE ...eeeeiiiiiiee ettt e st e e s st e e e s snbaeeeesaes 106
VI, ANalySes StatiStiqUeS ....cuuireenerreeieieeiiieniirenereeserrnserenseerensereoserenssrensessnsessnssssnsssssnsssennes 107
22T 108
I. CytotOXICIté dES COMPOSES .....ccucrreeiirinireeniirnnereenerresiernenseenserensessasssrnsssesssssensessnssssnseses 109

Il. Effets du SFN et de ses dérivés sur le taux de GSH intracellulaire et sur
I’activité des enzymes de phase Il GST et NQOL .......ccceeerreeirennereencrrencrrnnerenncerennennes 111
DISCUSSION .....ccvuiiiuiiiniienisienieisessrsesirassimsssissssrsssstasssrssssrsesssssssssssssssssansssassssassssnes 113
l. Le protéasome dans le vieillissement cellulaire ......ccceveeerreeireeerieirriccreencerennereeennenene. 114
Il. Les méthodes de mesures des capacités antioxydantes........cccceveeerreecreencrencrenncrennnnes 115
lll. Les produits « anti-3ge » eXiStants......cccceiieeiriecriieierienieenierenerrnscernsseeenserensersnsessnsenes 116
1. L € SKIN CAM M eeveeiiiiiiieee ettt ettt e e et e e e s st e e e e s abee e e e s sabbeeesenanrees 116
2. LES ProCEAUIES INVASIVES ....cceeeeeeeeeeeeierirtiiiiii i rereseeseeeeeeeeeeeeaeaaaseeeeeesssssssssrssssrasnsnnnnnnns 117
IV. l’acide lipoique comme stimulateur de la fonction cellulaire ....c.ccccceeveuereecreencrnnnnnne 118
V. Le sulforaphane comme inducteur du protéasome et des enzymes de phasel I .......... 120
PERSPECTIVES ...cuuiiuiiiniiienicienieinesirnesirassinsssiesssisnssrssssrssssrsesssssssssssssssssansssassssassssnes 122

CONCLUSION.....ciitiiiiiiiiiiiiiiititiiienieeiiiiiisseseesresseessssssssssssssasssssssssssssssssnesnanees 126



BIBLIOGRAPHIE ......ccccuuuiiiiiiinniiiiiiiiininiiiiniieinnsiiinneenaaasiiiineeesassiiissiessssssssssesssssssssnns 129
ANNEXES....ittttuiiiiiiiiiniiiniiiiiiiiiensasiiinteieasssiiietensssssissteesssssisssessssssssssssssnssses 149

Annexe 1 : Sikdar S., Lallemand B., Dubois J. Induction of Phase Il Enzymes
Glutathione-S-Transférase and NADPH : Quinone Oxydoreductase 1 with Novel Sulforaphane
Derivatives in Human Keratinocytes : Evaluation of the Intracellular GSH Level. Pharmacology
and Pharmacy. 2014. 5 : 937-43

Annexe 2 : Sikdar S., Papadopoulou M., Dubois J. Effect of a-Lipoic Acid on
Proteasomal Induction : Protection Against Oxidative Damage in Human Skin Fibroblasts Cell
Line NHDF. Pharmacology and Pharmacy. 2017. 8

Annexe 3 : Sikdar S., Papadopoulou M., Dubois J. What do we know about
sulforaphane protection against photoaging ? Journal of Cosmetic Dermatology. 2016. 15 :
72-7

Annexe 4 : Protocole d’extraction d’ARNm du kit NucléoSpin

Annexe 5 : Mise au point des méthodes de mesure du GSH et de la GST



