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La peau est un organe : 
- facile d’accès






- c’est un bon exemple de la balance temps/prolifération.

L’épiderme provient de l’ectoderme, alors que le derme provient du mésoderme. La peau est un épithélium pluristratifié dont la couche la plus proche de la jonction est proliférative. Quand les kératinocytes vont vers le haut, il y a différenciation. Le renouvellement de la peau se fait en 3 semaines.
Grâce aux souris transgéniques, on a identifié des voies de signalisation importantes :

- BMP-4 qui va agir sur des molécules très éloignées. 

- P-63 qui est un facteur de transcription.

- Wint avec les β-caténines et LEF-1

- C-myc

La peau peut être soumise à de très nombreuses pathologies. (l’épidermolyse bulleuse et la dystrophie ectodermale qui sont des maladies congénitales et héréditaires, et des maladies acquises comme le pemphigus, le psoriasis, le cancer…)

I/ P63 et les dystrophies ectodermales.

On a un embryon avec ses 3 feuillets, BMP-4 est produit dans la partie ventrale de l’embryon. Il diffuse peu vers la partie dorsale, où il agira peu car il agira en même temps qu’un antagoniste qui se fixe sur BMP-4 qui ne peut alors plus se fixer à son récepteur. En ventral, BMP-4 agit beaucoup.

Ce gradient est un inducteur de différenciation: il permet la différenciation de l’ectoderme 

- Dans la partie ventrale de l’embryon où le BMP-4 est présent en épiderme et annexes cutanées 
- Dans la partie dorsale de l’embryon où le BMP-4 est inactif en cellules neuronales : c’est la différenciation neuronale par défaut.

Expérience 1 : 

En prenant des cellules ES dans des conditions très difficiles (en absence de sérum par exemple, ce qui donne une absence des éléments présents dans le sérum comme les facteurs de croissance, les cytokines etc… permettant la survie cellulaire)

On pose les cellules ES sans sérum et bloquées dans leur cycle cellulaire sur une couche nourricière, ce qui va induire de façon très efficace des neurones (qu’on identifie grâce à leur morphologie et à des marqueurs spécifiques aux précurseurs neuronaux comme Sox-1)

Si au cours de cette différenciation, on ajoute BMP-4 (entre J-3 et J-6), on aboutit à l’engagement de la voie de différenciation vers des cellules ectodermales et à la fabrication de cytokératines particulières (cytokines 8 et 18). Les cellules épidermiques produisent les cytokératines 5 et 14 spécifiques de la couche basale, mais au moment de leur différenciation elles vont perdre la capacité de former les 5 et 14 pour produire CK1 et 10.

Quand BMP-4 est présent : 

· On bloque complètement l’engagement neuronal de manière active

· On induit l’engagement ectodermal

Si on ajoute du sérum au 8e jour, on induit la différenciation en kératinocytes positifs pour la CK 14.

Sur la couche nourricière, les cellules ES sont compactées en îlots. Après le passage de BMP-4, une grande partie de ces cellules meurent.

L’apoptose par perméabilisation de la membrane mitochondriale donne une libération du cytochrome C, une activation de la cascade des caspases et une fragmentation de l’ADN. Grace à ces éléments on peut voir que la cellule est en cours d’apoptose.

Pour la cytométrie de flux, on utilise Dioc6 qui est un agent intercalant se fixant sur la membrane mitochondriale si celle ci est intacte.

· Si la cellule n’est pas en apoptose, la membrane va garder le Dioc 6 sur elle et le marquage sera fort à l’examen

· Si la cellule est en apoptose, la membrane étant perméable, le Dioc 6 ne sera pas retenu, le marquage cellulaire sera donc faible.

Il y a 12% d’apoptose spontanée en culture (car sans sérum et couche nourricière, les cellules ES sont très sujettes à l’apoptose)

Lorsqu’on ajoute BMP-4, le taux d’apoptose passe à 58% : le nombre de cellules vivantes diminue de manière importante et les cellules qui restent évoluent vers des cellules épidermiques.

Pour le Western Blot, on utilise l’Ac anti procaspase 3. La caspase 3 n’est clivée qu’en cas d’apoptose (par BMP-4 par exemple). Avec BMP-4, on augmente très fortement la quantité de caspase effectrice.

On peut utiliser des bloqueurs de voie pour identifier les voie de l’apoptose : mais si on met des inhibiteurs de la voie des MAP kinases (comme PD193316) , on ne change rien.

On en déduit donc que BMP-4 peut passer par la voie des Smad1.

BMP-4 se fixe sur un récepteur transmembranaire, ce qui active la phosphorylation du récepteur dimérique( le récepteur actif active les molécules de Smad dans le cytoplasme.

Smad1/5/8 agissent avec smad4 en se dimérisant, ce qui donne une signal de translocation vers le noyau. Le dimère se fixe sur des promoteurs provoquant l’activation ou l’inhibition de certains gènes.

Dans la cellule il existe des répresseurs naturels de la voie des smad : smad6 entre en compétition avec smad4 et bloque la migration des dimères vers le noyau

On a produit un adénovirus qui produit smad6 et un drapeau pour le reconnaître. Si on met smad6, il n’y a plus d’apoptose, avec un adénovirus contrôle (sans smad6), on retrouve une augmentation de l’apoptose par BMP-4

CONCLUSION : 

BMP-4 active l’apoptose cellulaire en cours de diférenciation via la voie des smad

Suite du cours cellules souches
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