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INTRODUCTION

La stimulation par radiofréquence a fait ses preuves
dans la cicatrisation des plaies et la régénération des
tissust 2. Le transfert d'énergie capacitive/résistive
(CRET) est une thérapie basée sur I'application non-
invasive d’'une radiofréquence comprise entre 448 et
600 kHz, dont le but est de créer une hyperthermie
dans les tissust). Les thérapies CRET se sont avérées
efficaces dans le traitement des os®, des musclest &
ou des tendons et ligaments®® 19,

L'exposition in vitro au CRET de 448 kHz, appliqué a
une puissance subthermique, favorise la prolifération
des cellules souches adipeuses humaines®V ainsi que
la différenciation des chondrocytest?. La réponse
cellulaire au CRET est non-linéaire et dépend de
la fréquence du signal®. La modulation du signal
émis s'est avérée pertinente, concernant aussi bien
les effets biologiques provoqués par les champs
électromagnétiques de la radiofréquence* > que les
effets biologiques générés par les radiofréquences,
telles que celles des bistouris électriques utilisés pour
inciser et non coaguler®®. Ainsi, il est possible que
la modulation du signal de radiofréquence influence
considérablement la réponse cellulaire du CRET.

Le présent document s'intéresse a la réponse in
vitro des fibroblastes humains exposés au CRET de
448 kHz, a une puissance subthermique, et compare
les effets d’'une onde non modulée avec ceux d'un
signal dont la fréquencé a 448 kHz est modulé en
amplitude a une amplitude de 20 kHz. Les réponses
cellulaires étudiées étaient liées au role potentiel de
I'expression de la décorine et des protéines de choc
thermique (HSP) Hsp47 et Hsp27, impliquées dans
la régénération cutanéet’” 18, |e fibroblaste Hsp47
est un chaperon spécifique de la synthese et la
libération du collagene® et I'un des plus pertinents
dans la réparation des tissus®® 2. Dans les tissus
sous-cutanés, la libération de Hsp47 coincide avec
la prolifération des cellules et I'augmentation de la
syntheseducollagenedetypel®@. LeHsp27 appartient
a la famille des petites protéines qui assurent la
stabilité des microfilaments d'actine®) et empéchent
I'apoptose induite par le stress®. La phosphorylation
de la Hsp27 augmente sur le pourtour de la plaie
pendant la phase de cicatrisation®® et la contraction
de la plaie est favorisée par la surexpression du Hsp27
dans les fibroblastes, tandis qu'elle est compromise
lorsque les fibroblastes présentent de faibles niveaux
de la protéine®®. Concernant la décorine (DCN), elle
constitue 30 a 40 % de I'ensemble des protéoglycanes

de la peau®” et joue un rdle prédominant dans
I'homéostasie de la peaut©®.

Ces résultats confirment les indications antérieures
selon lesquelles la réponse cellulaire au CRET dépend
de la fréquence et de la modulation. Bien que ces
résultats montrent que les signaux testés augmentent
considérablement et de maniére similaire I'expression
précoce (4 heures) du Hsp47, I'expression précoce
du Hsp27 et l'expression tardive (20 heures) de la
décorine n'ont connu une augmentation significative
qu'avec le signal modulé. Quant a la prolifération des
fibroblastes, elle a été considérablement accrue par
les deux signaux, le signal modulé démontrant une
plus grande efficacité. Les résultats laissent penser
que les effets de la thérapie CRET sur la régénération
des tissus pourraient étre influencés en partie par les
changements électro-induits de I'expression du HSP
dans les fibroblastes, potentiellement capables de
favoriser la survie cellulaire et la cicatrisation.

MATERIEL ET METHODES

Culture cellulaire

Les fibroblastes dermiques humains primaires ont
été repiqués une fois par semaine, puis des boites
de Petri ont été ensemencées avec une densité de
5 500 cellules/cm?. Au total, 8 boites de Petri ont été
utilisées pour chaque cycle expérimental.

Exposition au CRET

L'exposition au CRET a suivi le protocole décrit par
ailleurs®. Le schéma de stimulation comprenait
des impulsions radiofréquence de 5 minutes a une
puissance subthermique de 100 yA/mmz2, espacées
de 4 heures, pour une période totale de 4 heures et
10 minutes, 24 heures ou 48 heures, en fonction de
I'expérience. Deux signaux ont été testés : un signal
non modulé de 448 kHz qui régulerait la prolifération
et la différenciation des cellules souches humaines
(L1229 et un signal de 448 kHz avec une modulation
de 20 kHz, d'une amplitude de 40 %. Quatre jours
apres la mise en culture sur boite de Petri, des paires
d'électrodes ont été placées dans les huit boites de
Petri et connectées en série a un générateur de signal
(INDIBA,S.A.Barcelone, Espagne).Seuleslesélectrodes
placées dans les quatre boites correspondant aux
échantillons exposés a la radiofréquence ont été
mises sous tension, les échantillons des quatre autres
boites étant considérés comme échantillons témoins
non exposés a une fréquence réelle.



Viabilité et prolifération cellulaires

Les cellules ont été prélevées au terme de la période
de 48 heures d'exposition réelle ou fictive a la
radiofréquence et leur viabilité a été quantifiée grace
a la méthode d'exclusion au bleu de trypan. Cing
échantillons ont été testés pour chaque signal. La
prolifération cellulaire aprés 24 heures ou 48 heures
d'exposition réelle ou fictive a la radiofréquence a été
testée en quantifiant I'expression de la protéine PCNA
a l'aide de la méthode western blot.

Immunofluorescence

Les niveaux d'expression de la PCNA, des Hsp47 et
Hsp27, et du protéoglycane décorine ont été évalués
selon la méthode d'immunotransfert décrite par
ailleurs (30). Dix-neuf répétitions expérimentales ont
été réalisées pour la protéine PCNA, onze répétitions
pour la Hsp47, huit répétitions pour la Hsp27 et
douze répétitions pour I'analyse de la décorine. Huit
échantillons (4 exposés au CRET et 4 exposés a un
traitement fictif) ont été analysés pour chaque
répétition et chaque signal.

Analyse statistique

Toutes les procédures et analyses expérimentales ont
étéréalisées al'aveugle dansle cadre de ce traitement.
Les données ont été normalisées et exprimées sous
forme de moyenne * l'erreur standard de mesure
(SEM). Les données des groupes traités et celles de
leurs groupes témoins respectifs ont été comparées
a l'aide du test-t et du logiciel GraphPad Prism. La
signification statistique a été fixée a p<0,05.

RESULTATS

Effets du CRET sur la prolifération cellulaire
Nombre de cellules

Le traitement sur 48 heures avec les deux signaux
CRET a conduit a une augmentation significative du
nombre de cellules (figure 1). Le signal non modulé
a engendré une augmentation importante de 10,5
% en moyenne par rapport au groupe témoin
(p < 0,01), tandis que la modulation a conduit a une
augmentation de 20,2 % par rapport au groupe
témoin (p < 0,001), ainsi qu'une hausse importante
du nombre de cellules par rapport a celui obtenu en
réponse au signal non modulé (p < 0,05).

Expression de la protéine PCNA

Les deux signaux CRET ont favorisé I'expression
de la PCNA (figure 2), la réponse a la modulation
apparaissant plus tot (a 24 heures) que la réponse
au signal non modulé (a 48 heures), ce qui concorde
avec l'augmentation du nombre de cellules décrite ci-
dessus, apres 48 heures d'exposition au CRET.

Effets du CRET sur I'expression des protéines
Hsp47, Hsp27 et décorine

Bien que le test par immunotransfert a 4 heures et 10
minutes ait montré que la Hsp47 s’exprimait de fagon
constitutive a la fois dans les cultures témoins et les
cultures exposées au CRET, l'analyse des données a
révélé que par rapport aux groupes témoins, le ni-
veau d'expression de la protéine connaissait une aug-
mentation importante similaire dans les échantillons

exposés a I'un des deux signaux CRET (figure 3a). La
protéine Hsp27 s'exprimait également de fagon cons-
titutive dans les cultures témoains (figure 3b) et son
expression était plus élevée dans les échantillons ex-
posés au CRET, méme si la différence par rapport aux
groupes témoins était flagrante uniquement dans le
groupe exposé au signal modulé. Une augmentation
générale de I'immunomarquage Hsp47 présent dans
le cytoplasme des échantillons exposés au CRET a
aussi étre observée, ainsi qu'un marquage Hsp47 plus
dense dans les échantillons stimulés par la modula-
tion. Concernant la décorine, il a été noté qu'apres 24
heures de traitement, la protéine centrale (protéine
core de la décorine ; 50 kDa) présentait une impor-
tante surexpression quand exposée a la modulation.
Le signal non modulé ne provoquait cependant aucun
effet. Pour ce qui est de la protéine mature (DCN-GAG)
de 100 kDa, aucun des deux signaux n'a maodifié son
expression de maniere significative par rapport aux
cultures témoins.
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Figure 1. Réponse proliférative a la stimulation par CRET. Quantifi-
cation des cellules a I'aide du bleu de trypan dans les échantillons
exposés de facon intermittente (exposition de 5 minutes/non ex-
position de 4 heures) ou exposés a un traitement fictif pendant 48
heures. Chaque barre représente la moyenne + |'erreur standard de
mesure (SEM) des cinq répétitions indépendantes. Les données sont
normalisées en prenant en compte les groupes témoins respectifs
(ligne en pointillés 100 %). * : 0,01 < p < 0,05 ; **: 0,001 < p < 0,01
;***:p<0,001; test-t.
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Figure 2. Expression de la protéine PCNA avec la méthode western
blot. Les données sont normalisées en prenant en compte les
groupes témoins correspondants et sont exprimées sous forme de
moyenne + l'erreur standard de mesure (SEM) des neuf répétitions
indépendantes avec le signal non modulé (N=4 a 24 h et N=53a 48 h)
et des dix répétitions avec la modulation (N=5a 24 h et N=5 a 48 h).
*:0,01 =p<0,05, test-t.

DISCUSSION

Ces résultats montrent que la stimulation subther-
mique par CRET augmente considérablement la
prolifération des fibroblastes épidermiques néona-
tals et qu'une exposition de 48 h au signal modulé



induit une hausse bien plus importante du nombre
de cellules qu'avec le signal non modulé (figure 1).
Lexpression de la PCNA s’est aussi accrue sensi-
blement en réponse aux deux signaux CRET, mais
I'effet de la modulation a été visible 24 heures avant
celui du signal non modulé (figure 2), indiquant que
la modulation pourrait accroitre la réponse au sig-
nal. Les niveaux de PCNA plus élevés indiquent que
la réponse proliférative est susceptible d'étre favo-
risée par la stimulation CRET du cycle de division
cellulaire, comme on le constate pour les cellules
souches adipeuses humaines exposées au signal
non modulé @Y. || se pourrait donc que la promo-
tion des cellules souches et la prolifération des fi-
broblastes électro-induites contribuent aux effets
bénéfiques sur la réparation et la régénération des
tissus attribués au CRET. Concernant la protéine
HSP comme marqueur moléculaire potentiel de la
réponse au CRET, nous nous sommes concentrés
sur les protéines Hsp27 et Hsp47 en raison de leur
pertinence dans la régénération cutanée. La pro-
téine Hsp47 est associée au niveau fonctionnel a
la maturation du collagéne et elle constitue, avec
la protéine Hsp27, les protéines centrales de I'ho-
méostasie et la fonction de la peau G%. La protéi-
ne Hsp27 contrdle les fonctions cellulaires liées au
remodelage du cytosquelette d’actine dans diffé-
rents types de cellules 234, Dans les fibroblastes,
la Hsp27 corégule I'adhésion des cellules, la motilité
et la contraction de la matrice extracellulaire ©. Par
ailleurs, la stabilisation des microfilaments d’actine
et leur rétablissement accéléré apreés leur rupture
font partie des principales fonctions protectrices et
antioxydantes de la protéine Hsp27 contre le stress,
qu'’il soit thermique ou autre G537,

Les résultats montrent que les deux signaux CRET
augmentent considérablement I'expression de
la protéine Hsp47 (figure 3). Parmi les protéines
du stress du réticulum endoplasmique, seule
la Hsp47 est produite par le choc induit par la
chaleur ©9%, Dans cette étude, la surexpression de
la Hsp47 provoquée par le stimulus subthermique
est vraisemblablement régulé par des éléments
régulateurs promoteurs spécifiques qui jouent
un role clé dans la régénération des cellules et
des tissus 8. Cela serait cohérent avec les effets
collagénogéniques observés dans les cellules
souches humaines sous I'effet du CRET @2,

Concernant la Hsp27, aussi bien sa phosphorylation
(32,9 % * 12,8 % par rapport aux témains ; p < 0,05)
que son expression ontaugmenté considérablement
apres une exposition a court terme au signal
modulé CRET (figure 3). Les échantillons exposés
au signal non modulé ont également présenté une
surexpression de la Hsp27 par rapport aux cultures
témoins, mais pas de maniére significative. On peut
donc imaginer que, comme la Hsp47, la Hsp27 est
sensible aux deux signaux CRET, le signal modulé
ayant une plus grande efficacité sur la surexpression
précoce de cette protéine.

Les résultats montrent que la modulation est
aussi pertinente dans l'expression de la décorine
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Figure 3. Analyse par western blot de I'expression des protéines
Hsp47 et Hsp27 apres un traitement de 4 heures et 10 minutes.
Les données reflétent les moyennes + l'erreur standard de mesure
(SEM) des 5 ou 6 répétitions du groupe expérimental, normalisées en
prenant en compte les cultures témoins respectives ; (a) expression
de la protéine Hsp47, (b) expression de la protéine Hsp27.

(DCN), cette petite protéoglycane riche en leucine,
induite par le CRET. Apreés avoir été synthétisée, la
protéine cenrale de la décorine, la protéine core, se
lie @ une chaine GAG pour former une molécule de
décorine mature 9. Ces résultats montrent qu'une
stimulation de 24 heures avec le signal modulé induit
une surexpression importante de la protéine core
de la décorine, mais pas de la protéine mature. Ceci
s'explique probablement par le fait que le stimulus
a été appliqué avant la formation de la protéine
mature. Il a été rapporté que la Hsp47 présente
dans le réticulum endoplasmique se lie a la décorine
avec une affinité comparable a celle observée entre
la Hsp47 et le collagéne de type | et que le manque
de Hsp47 inhibe aussi bien la sécrétion de collagene
que la sécrétion de deux petites protéoglycanes
riches en leucine, la lumicane et la décorine “9,
Cette supposition, selon laquelle la Hsp47 joue non
seulement un réle dans le pliage et la sécrétion
du collagéne “3) mais intervient aussi dans la
sécrétion de la petite protéoglycane riche en
leucine, contribue a une meilleure compréhension
des interactions moléculaires coordonnées qui
contrélent l'organisation de la matrice du collagene
fonctionnel. Nous ne savons pas si la surexpression
de la décorine induite aprés 24 heures d’exposition
au signal modulé est attribuable a la précédente
surexpression de la Hsp47 (a 4 heures et 10
minutes). Toutefois, la décorine exerce des
fonctions d’alignement, de stabilisation et de
régulation du diameétre des fibres de collagene et
agit comme médiateur entre différents types de



collagéne. Puisqu’elle agit aussi comme médiateur
de signal pour les récepteurs de la membrane,
tels que le récepteur du facteur de croissance
épidermique, la décorine est considérée comme
un biomarqueur pertinent dans les processus
impliqués dans le vieillissement de la peau ou
la cicatrisation et la régénération ““ 4. Dans ce
contexte, les résultats présentés ici laissent penser
que la Hsp47, la Hsp27 et la décorine pourraient
faire partie d'un groupe de biomarqueurs dont
la surexpression dans les fibroblastes induite
électriquement pourrait intervenir dans les
processus de migration cellulaire, la contraction de
la matrice extracellulaire, la collagénogéneése et la
fibrillogénese, essentiels a la réparation des tissus
dans le cadre des thérapies CRET. Pour résumer, les
résultats de cette étude révelent que la thérapie
CRET subthermique est efficace pour promouvoir
la prolifération des fibroblastes, le signal modulé
étant plus efficace que le signal non modulé dans le
déclenchement de cette réponse. Par ailleurs, bien
que les deux signaux induisent une surexpression
du chaperon Hsp47 spécifique au collagéne sur
le court terme (4 heures et 10 minutes), seul le
signal modulé conduit a une activation et une
surexpression significatives de la Hsp27 dans la
méme phase initiale, ainsi que la surexpression de
la décorine 20 heures plus tard (24 heures aprés
le début de l'exposition). Ainsi, la modulation de
20 kHz augmenterait l'efficacité du signal sinusoidal
de 448 kHz dans le déclenchement précoce de
la réponse observée. Des travaux de recherche
supplémentaires sont en cours pour déterminer
si l'accélération des processus impliqués dans la
régénération des tissus est un effet direct de la
modulation.
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