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Introduction

Introduction

Le vieillissement de la peau résulte d’'une combinaison de processus chronologiques et de
facteurs externes, comme l'exposition cumulative au soleil (UVs). Les rides sont le principal
signe macroscopique du vieillissement cutané, causées par la modification moléculaire et
ultrastructurale du derme. Les principaux composants de la matrice extracellulaire du
derme, a savoir les fibres de collagene, les fibres élastiques et les substances amorphes telles
que les glycanes et les biomolécules qui leurs sont associées (métalloprotéinases et leurs
inhibiteurs, hyaluronidases, etc...), peuvent étre altérés en terme de concentration, de
structure et/ou de répartition. Lorganisation hydrique est également perturbée lors de ce
phénomeéne et I'ensemble de ces modifications aboutit a une perte de fonction de la matrice
et a 'apparition de manifestations cliniques du vieillissement. A ce jour, un grand nombre
d'études cliniques ont été réalisées sur des biopsies cutanées pour comprendre les
mécanismes impliqués dans le vieillissement intrinséque (chronologique) et extrinseéque
(photo-vieillissement) par des approches histologiques et ultrastructurales. Cependant, la
complexité et la lenteur des processus impliqués dans le vieillissement, conduisant a des
changements subtils au niveau de la biochimie, de la fonctionnalité biologique et de la

morphologie, nécessite des travaux de recherche multidisciplinaires.

Lun des objectifs principaux de ce travail de thése mené en collaboration avec les
Laboratoires Pierre Fabre Dermo-Cosmétique est ainsi d’analyser les modifications du derme
humain et de l'organisation hydrique au sein de la matrice, avec I'age et sous l'effet des UVs,
de facon a mieux comprendre les altérations de la peau dans ces conditions.

Les techniques d’analyse thermique et diélectrique sont largement utilisées pour les études
structurales et dynamiques des polyméres synthétiques. Elles se sont révélées
particulierement bien adaptées pour caractériser des biopolymeéres et des tissus biologiques ;
cependant, les techniques diélectriques en particulier n‘ont jamais été utilisées au sein de
notre équipe pour étudier des échantillons de surface aussi faible que celle des biopsies
cutanées ; de plus, si de nombreuses études ont été entreprises a I'état lyophilisé, afin de
s’affranchir de la réponse majeure de l'eau, I'étude de biopsies cutanées a I'état hydraté
représente I'un des challenges de ce travail de these. Afin d’atteindre I’échelle moléculaire,

I'utilisation complémentaire de la spectroscopie Infra-rouge est nécessaire.

Le premier objectif de ce travail de these est donc de vérifier si I'utilisation combinée de ces

techniques sur des biopsies cutanées humaines permet de sonder le derme sur une large
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gamme d’échelle, et si ces techniques apportent des informations pertinentes sur les
principales macromolécules du derme et sur son organisation hydrique. Il est en particulier
important de pouvoir différencier les différents types d’interaction de l'eau et son

confinement.

Le deuxiéme objectif consiste a suivre I'évolution des réponses thermiques, diélectriques et
vibrationnelles du derme au cours du vieillissement chronologique et du photovieillissement,
au travers d’'une étude clinique portant sur un nombre relativement important de sujets de

deux groupes d’age (20-30 ans et supérieur a 60 ans).

En paralléle, le troisieme objectif est d’extraire des marqueurs du vieillissement intrinséque
et extrinseéque afin de mieux comprendre du point de vue fondamental les altérations de la

matrice induites par le rayonnement et au cours du vieillissement.

Ce mémoire se divise en quatre chapitres :

Le premier chapitre sera consacré a une mise au point bibliographique sur la peau. Nous
nous focaliserons sur les principaux constituants du derme et leur évolution au cours des
vieillissements intrinséque et extrinséque. Un état de l'art des différentes techniques
biophysiques utilisées pour la caractérisation de la peau et de ses constituants cléturera ce

premier chapitre.

Dans le second chapitre seront présentées les études de faisabilité menées sur des biopsies
cutanées humaines pour vérifier la pertinence de [|'utilisation combinée des techniques
d’analyse thermique, vibrationnelle et diélectrique. La validation du protocole de
conservation des biopsies prélevées pour I'étude clinique ultérieure sera aussi détaillée dans

ce chapitre.

L'étude de biopsies cutanées humaines prélevées chez des patientes de deux groupes d’age

et sur des zones protégées ou exposées aux UVs fera I'objet du troisieme chapitre.

Enfin dans le quatrieme chapitre, nous tenterons de compléter I'étude menée au niveau

clinique par une analyse des modifications du derme lors d’une exposition aux UVs ex vivo.
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Chapitre I. étude bibliographique

I. Lapeau : Organisation et fonction

La peau encore appelée tégument (du latin tegumentum: couverture) constitue I'enveloppe
du corps. Elle est en continuité avec les muqueuses qui tapissent les cavités naturelles de
I'organisme. C’est l'organe le plus visible et le plus vaste du corps humain, environ 15% du
poids total du corps adulte [1]. Son épaisseur moyenne est de 2mm et sa surface moyenne
pour un homme adulte est supérieure a 2 m? [2]. Sa structure est complexe, elle est

composée de tissus qui se développent, se différencient et se renouvellent constamment.
I.A. Les différents compartiments de la peau

La peau est schématiquement divisée en 4 régions superposées qui sont de la superficie vers
la profondeur : I'épiderme, la jonction dermo-épidermique, le derme et I’hypoderme.

On rattache a la peau d’autres éléments : les annexes cutanés tels que les poils, les ongles,
les glandes sudoripares, les follicules pilo-sébaccés, les papilles nerveuses du derme (cf.
Figure 1).

Méme si chacune de ces couches possédent une structure spécifique définissant des
fonctions bien particuliéres [1,2], elles sont interdépendantes au niveau de la régulation et la

modulation moléculaire, cellulaire et tissulaire.

Figure 1 : organisation de la peau [3]
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I.B. Principales fonctions de la peau

Son réle évident est celui de barriere naturelle. Etant en contact direct avec I'environnement
extérieur, la peau constitue une barriére dynamique assurant des fonctions d’isolation, de
régulation thermique, de protection. Elle régule le passage d’eau et d’électrolytes vers
I'extérieur et vers intérieur. La production d'une sécrétion aqueuse par les glandes
sudoripares eccrines de la peau, connue sous le nom de sueur, et son évaporation ultérieure,
est un mécanisme majeur dans le refroidissement du corps humain [2,4,5]. Elle empéche la
pénétration de substances et de micro-organismes étrangers en assurant une fonction de
maintien et de résistance mécanique. Elle a un réle immunitaire en détectant et combattant
les infections. Son rble sensoriel est essentiel en transmettant des informations sur la

température, la douleur, le toucher, les stimuli mécaniques en tout point du corps.

I.C. Histophysiologie de la peau

I.C.1. Lépiderme

L'épiderme, en contact avec l'environnement extérieur, est un épithélium pluristratifié,
kératinisé, squameux, non vascularisé (Figure 2). Son épaisseur (60 a 100 um) varie en
fonction de I'emplacement du corps, de I'dge et de I'environnement (exposition aux UVs)
[3,6—8], mais aussi des modifications pathologiques [9]. Il est essentiellement composé de
couches de kératinocytes (90-95%), cellules épithéliales responsables de la production de
kératine).ll contient également des mélanocytes (cellules dendritiques responsables de la
synthése de la mélanine), des cellules de Langerhans (3-6%) (macrophagocytes spécifiques
du systeme immunitaire de la peau [10]) et des cellules de Merkel (cellules du systeme
neuroendocrinien diffus). Le compartiment extracellulaire de I'épiderme est réduit au ciment
intercellulaire.

Classiquement, selon la microscopie optique, on distingue 4 couches de kératinocytes de la
profondeur a la superficie : couche basale, couche épineuse, couche granuleuse et couche
cornée (compacte, puis desquamante). Ainsi, les kératinocytes se renouvellent en
permanence et migrent en 3 semaines de la membrane basale épidermique vers la surface

de la peau, soit de la couche basale a la couche cornée.
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Figure 2 : morphologie de I’épiderme de la peau [5]

Les kératinocytes assurent trois grandes fonctions :

— la cohésion de I'épiderme en rapport avec le cytosquelette et les systémes de jonction des
kératinocytes entre eux,

— une fonction de barriere entre les milieux intérieur et extérieur en rapport avec la
différenciation terminale des kératinocytes en cornéocytes,

— la protection contre les radiations lumineuses en rapport avec les mélanosomes de stade IV

gu’ils ont phagocyté.

Nous détaillerons la structure de I'épiderme en décrivant I'épiderme viable (constitué des 3
couches profondes (couche basale, couche épineuse, couche granuleuse) et la couche

cornée.

I.C.1.1. La couche cornée ou stratum corneum

La partie la plus externe de I'épiderme appelée couche cornée est considérée comme une
couche bien séparée a la vue de ses propriétés spécifiques de barriere [1,4,5,8,9].
Compte-tenu de son accessibilité, de trés nombreuses études de caractérisation lui sont
dédiées. Elle est macroscopiquement tres ferme, mais malléable et ridée. Elle est composée
de kératinocytes non viables sans noyau (stade de différentiation terminale) dénommeés
cornéocytes, maintenus par des lipides et des desmosomes (structure de brique-mortier).

5
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Composée de 15 a 25 couches de cornéocytes [11,12], I'épaisseur totale de la couche cornée
humaine est de 10 a 25 um. Les lipides (provenant de la membrane plasmique et des corps
lamellaires des kératinocytes) sont principalement des céramides, du cholestérol, du sulfate
de cholestérol et des acides gras libres dans un ratio équimolaire, avec de faibles quantités
de phospholipides et de glucosylcéramides [6,9]. Ces lipides peuvent coexister en deux
phases cristallines lamellaires de périodicité différente (13 ou 6 nm). L'empaquetage latéral
des lipides (orthorhombique, hexagonal ou liquide cristal)dépend de leur composition et de
leur température [9]. A la température physiologique de la surface de la peau, les lipides de
la couche cornée humaine adoptent préférentiellement une structure orthorhombique. Les
phases lamellaires et 'empaquetage jouent tous deux un réle crucial dans la fonction de
barriére de la peau [13].

La couche cornée est continuellement renouvelée. Les cellules sont éliminées vers |'extérieur
(desquamation) et remplacées par de nouvelles. Les changements dans la structure, la
composition et la fonction des cornéocytes se produisent a mesure qu'ils progressent vers la
surface extérieure de la peau. L'hydratation de la couche cornée varie de 5 a 10% prées de la
surface jusqu'a 30% a proximité de I'épiderme viable [9].

Bien que les cornéocytes soient non viables, la couche cornée est considérée comme
entierement fonctionnelle, notamment en terme de propriétés de barriere telles que la
perméabilité, la desquamation, l'activité antimicrobienne, I’hydratation, etc. La couche
cornée est aussi responsable de la résistance globale de la peau a I'étirement, assurée par la

structure en plis et de la filtration des UVs [9,14].

I.C.1.2. 'épiderme viable

L'épiderme viable est wune structure stratifiée dont ['épaisseur viable varie
approximativement de 30 a 100 um [7]. Il est composé de trois sous-couches : la couche
granuleuse (stratum granulosum), la couche épineuse (stratum spinosum) et la couche
basale (stratum basal).

Les kératinocytes changent de forme, de taille et de propriétés physiques lors de leur
migration vers la surface de la peau.

La couche granuleuse est le compartiment le plus superficiel de I'épiderme contenant des
cellules vivantes. Elle contient en particulier de la kératohyaline et I'éléidine, précurseurs de
la kératine molle, ainsi que des enzymes autolytiques intervenant dans le processus de
maturation des kératinocytes. C'est la couche olU se prépare le processus de «

kératinisation » ou de différenciation terminale de I'épiderme [6,8,15].
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La couche épineuse (ou couche de Malpighi) contient des kératinocytes, des mélanocytes et
la plupart des cellules de Langerhans. Ces derniéres expriment un grand nombre de
lymphocytes et de macrophages de surface [4,16]. Il est a noter que la fonction immunitaire
des cellules de Langerhans est diminuée par de nombreux facteurs intrinséques ou
extrinseques, et notamment par l'irradiation aux UVB [3,4,8]. La couche la plus profonde de
I'épiderme est la couche basale, comprenant des cellules souches épidermique a haut
potentiel prolifératif, qui vont migrer et se différencier dans les couches supérieures. Cette
couche, principalement composée de kératinocytes, contient environ 10% de mélanocytes.
Les mélanocytes sont plus nombreux sur les sites exposés tels que le visage, les avant-bras
[17]. Une faible population de cellules de Merkel est aussi retrouvée dans cette couche
épidermique. Les cellules de Merkel (MCS) sont des cellules neuroendocrines dans

I'épiderme qui reliées aux nerfs cutanés participent aux fonctions sensorielles[18].

I.C.2. Lajonction dermo-épidermique

La jonction dermo-épidermique (JDE) constitue l'interface entre I'épiderme et le derme. Elle
est synthétisée par les kératinocytes basaux et les fibroblastes dermiques [1]. Sa fonction
principale est de faire adhérer I'épiderme au derme et de fournir une résistance aux
contraintes de cisaillement externes [8,19]. Elle fait aussi office de barriere semi-perméable,
sélective, permettant le contréle des échanges moléculaires. De plus, la JDE joue un role
important au cours de la morphogenése et le développement, la cicatrisation et le
remodelage de la peau [20]. Cette membrane basale est principalement constituée de
collagenes (40 a 65 %de la quantité totale de protéines), de protéoglycanes et de
glycoprotéines structurales comme les laminines [4]. Le collagéne de type IV (collagéene
formant des réseaux) est le principal constituant de /a lamina densa [21,22] et le collagéne
de type VII (produit par les kératinocytes et les fibroblastes [3,4]) est le composant structural
majeur des fibrilles d'ancrage vers le derme papillaire. Méme s’il ne représente que 0,001%
des collagénes de la peau, il est crucial pour son intégrité [23].

Les laminines sont les glycoprotéines structurales les plus abondantes des membranes
basales ; constituées par I'assemblage de trois chaines différentes polypeptidiques (a, B et y)
ces molécules en forme de croix forment une famille de 15 isoformes différentes [24]. Dans
la peau humaine normale sont présentes les laminines 5, 6 et 10 [25]. La laminine 5 est le
composant clé du complexe d’ancrage de I'épiderme et contribue de facon importante a la
stabilité de la membrane basale. La grande importance de cette protéine s’explique par le fait

qu’elle forme les structures appelées filaments d’ancrage qui s’attachent aux
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hémidesmosomes via l'intégrine asPa4 et aux fibres d’ancrage constituées de collagene VIl en
passant au travers de la lamina lucidaet de la lamina densa [26,27]. Labsence de laminine 5
ou laltération de son expression cause une perte de la cohésion dermo-épidermique

importante [28,29].

I.C.3. Lederme et I'hypoderme

Au-dessous de la jonction dermo-épidermique se trouve le compartiment majeur de la peau
appelé derme (Figure 1 et Figure 3) et son compartiment adjacent I’'hypoderme. Le derme et
I’hypoderme sont des tissus conjonctifs avec tous leurs constituants habituels, richement

vascularisés et innervés. Il n’existe pas de limite franche entre le derme et hypoderme.

L'hypoderme est la partie la plus profonde de la peau. Il sépare la peau des tissus
sous-jacents et s’étend jusqu’aux plans aponévrotiques ou périostés, (sauf au niveau des
paupieres, des oreilles et des organes génitaux masculins, ou il n'y a pas d’hypoderme).ll est
constitué de lobes eux-mémes subdivisés en petits lobules graisseux séparés par des
septums interlobulaires conjonctivo-élastiques servant de passage aux vaisseaux et nerfs
destinés au derme. Labondance du tissu adipeux varie avec les habitudes alimentaires, mais

aussi les régions du corps et le sexe.

L'épaisseur moyenne du derme est de 1 a 2 mm [6].ll confére a la peau sa souplesse, son
élasticité et sa résistance a la traction. C’'est un assemblage sophistiqué et biologiquement
actif qui protege le corps contre les blessures mécaniques, aide a la régulation thermique,
permet le stockage de I'eau, apporte les nutriments a I'épiderme et contient des récepteurs
de stimuli sensoriels [8,30]. Il joue un réle important dans le trafic immunitaire cellulaire, la
régulation du tonus des vaisseaux et I'hémostase locale.

Le derme est constitué de deux sous couches distinctes en composition et en structure
[16,31] qui sont facilement identifiables sur les sections histologiques (Figure 3): le derme
papillaire localisé au-dessous de I'épiderme et le derme réticulaire qui borde I'hypoderme.
L'épaisseur du derme papillaire varie de 300 a 400 um selon l'age et la localisation
anatomique. Le derme papillaire superficiel est agencé dans des structures en forme de créte,
et contient les composants micro-vasculaires et neuronaux qui maintiennent |'épiderme
[19,31]. Cette forme « conique » du derme papillaire augmente ainsi la surface de contact
entre le derme et I'épiderme et permet une meilleure adhérence entre ces couches [1]. Un

ensemble de vaisseaux sanguins (plexus vasculaire superficiel, encore appelé rete
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subpapillaire) délimite la zone inférieure du derme papillaire.
Le derme réticulaire, plus dense, forme la majeure partie du tissu dermique (environ 80%).La
limite inférieure du derme réticulaire est marquée par un plexus vasculaire profond (plexus

cutané ou rete cutaneum) avec une transition des tissus fibreux vers les tissus adipeux [4,8].

Figure 3 :le derme papillaire et réticulaire séparés par un plexus vasculaire [31]

Le derme est composé de matériel cellulaire (représenté par des fibroblastes et des cellules
immunitaires) et d’'une matrice extracellulaire (contenant majoritairement d’eau, de fibres
de collagénes multidirectionnelles et d’un réseau de fibres élastiques, de glycoprotéines et

de protéoglycanes [32,33]).

I.C.3.1. Le matériel cellulaire du derme

Les fibroblastes, les macrophages et les mastocytes sont des cellules les plus présentes du

derme, leur densité étant la plus importante dans le derme papillaire (cf. Figure 4) [8].
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Figure 4: image de microscopie optique de cellules au sein du derme :a)Fibroblastes; b) Macrophages

dermiques ; ¢) Mastocytes [34]

I.C.3.1.1. Les fibroblastes

Les fibroblastes constituent la principale population cellulaire dermique. Ces cellules
mésenchymateuses a forte activité synthétique non seulement sécretent tous les types de
protéines fibreuses et de substances fondamentales de la matrice extracellulaire, mais aussi
interagissent avec les autres cellules en jouant des réles majeurs dans la réparation des tissus
aprés une blessure [1,19,35]. lls sécretent des facteurs de croissance et des enzymes dont
des collagénases et des inhibiteurs de protéases matricielles pour dégrader la matrice

extracellulaire, la renouveler et la réorganiser.

Figure 5 : les fibroblastes dans la matrice extracellulaire [36]
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I.C.3.1.2. Les cellules du systéme immunitaire

Les macrophages, les dendrocytes dermiques et les mastocytes sont des cellules
hétérogenes relevant du systéeme immunitaire de la peau [1,9,15]. Les macrophages ont la
capacité de phagocyter les débris cellulaires et les agents pathogenes, de les digérer ou de
permettre le déclenchement d’'une réponse immunitaire spécifique. Ils sont parfois difficiles
a distinguer des fibroblastes de par leur morphologie proche et leur emplacement similaire
dans le tissu [1,8].

Les dendrocytes dermiques sont des cellules présentatrices d’antigénes qui permettent le
déclenchement de réponses immunitaires.

Les mastocytes sont des cellules intervenant dans la réaction inflammatoires,
I’hypersensibilité immédiate, angiogenése, la cicatrisation parce qu’elles sécretent beaucoup
de médiateurs [3,8,30].

1.C.3.2. La matrice extracellulaire du derme

Dans le derme papillaire, on retrouve une matrice extracellulaire lache, composée
principalement de fines fibrilles de collagene | et Ill et de fibres d’élastine orientées
perpendiculairement a la JDE.

Le derme réticulaire est composé principalement de fibrilles de collagénes, organisées en
grands faisceaux de fibres, entourées par un réseau de fibres élastiques [32,33]. Il contient
moins de collagéne de type Il que le derme papillaire, et la taille des faisceaux de collagéne

et des fibres élastiques augmente vers I’"hypoderme [9].

Figure 6 : les fibres dermiques de collagéne et élastine
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I.C.3.2.1. Les collagénes et fibres collagéniques

Largement décrit dans la littérature [37—40] et en particulier dans les précédentes théses
réalisées au sein de I'équipe [41-45], nous nous cantonnerons ici a rappeler les principales
caractéristiques des collagenes et en particulier des collagenes majeurs du derme.

Les collagénes sont les protéines les plus abondantes chez les mammiféres (environ 30% de
la masse totale de protéines). Les collagenes se retrouvent non seulement au niveau de la
peau, mais aussi dans les tendons, les ligaments, les os, la cornée et les vaisseaux sanguins
[8,30,38,46,47]. Le terme collagene regroupe en fait toute une série de protéines
comportant un ou plusieurs domaines en triple hélice [40] pouvant former des fibres
homotypiques et hétérotypiques. Lutilisation intensive des méthodes de microscopie
électronique et de diffraction RX a permis de caractériser tres finement leur structure.
Actuellement la superfamille des collagénes comprend 28 types [38] codés par des genes
différents et formant des assemblages supramoléculaires distincts comme illustré sur la

Figure 7.

Figure 7 :assemblages supramoléculaires formés par les collagénes [38]

Les collagénes sont des protéines multi-domaines; ainsi les collagénes fibrillaires
contiennent un domaine principal organisé en triple hélice (dit domaine collagénique)

flanqué de domaines non organisés en triples hélices (dit domaines non collagéniques)

12
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tandis que les autres types de collagénes possedent des domaines en triples hélices

interrompues ou non majoritaires [48].

Dans le derme, les collagénes représentent 80% du poids sec et 90% du matériel protéique.

Si 15 types de collagene ont été identifiés dans la peau, les collagenes fibrillaires de type |, 11l

et V [8,16,30,38] sont les plus abondants, dans les proportions indiquées dans le tableau

ci-joint.
Espéces Proportion dans le
Type de collagéne Chaines a
moléculaires derme
Collagéne | au(l), ax(l) [o1(D]2, aa(l) 85-90%
Collagene llI o (1) [oue(1)]13 8-11%
[aa(V)]2, aa(V)
. aa(V), aa(V), as(V), [oa(V)]s
Collagéne V 2-4%
ou(V) [as(V)]2, (V)
OL1(X|, 0(1(V), OL?,(X|)
Tableau 1 : principaux collagénes fibreux du derme
I.C.3.2.1.1.Les chaines a et la triple hélice collagénique

Comme indiqué dans le tableau précédent, les collagenes sont constitués de 3 chaines

polypeptidiques, dénommeées chaines o, dont la taille varie de 662 a 3152 acides aminés

selon les types de collagéne chez I’lhomme.

Le tropocollagene, unité de base du collagene fibrillaire, est constitué de trois chaines a d’un

millier d’acides aminés, assimilables a une succession de triplets Gly-X-Y, avec le plus souvent

la proline en position X et I'hydroxyproline en position Y. Cette répétition particuliere

confere a chaque chaine une conformation en hélice gauche de type polyproline Il stabilisée

par liaisons hydrogéne, aboutissant a une triple hélice droite. Les enzymes membranaires

suppriment 30% a 40% des extrémités peptidiques C et N-terminales de la molécule pour

donner 'unité de base du collagene (Figure 8).
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Figure 8 : superhélice collagénique avec ses divers sous-domaines ainsi que les sites de clivage des N- et C-

procollagénases [49]

La stabilité de la triple hélice est assurée par divers facteurs [48], comme les interactions
électrostatiques entre résidus ionisables, les interactions hydrophobes de type Van der Walls
entre les résidus apolaires, les liaisons hydrogene entre résidus de chaines voisines, liaisons

directes [50] ou réalisées par l'intermédiaire de molécules d'eau (eau structurale) [51-53].

Figure 9 : illustration schématique des liaisons hydrogéne intra et interchaines dans les chaines o de collagéne

541

Les unités de tropocollagéne de type | de masse moléculaire 300000 g/mol se présentent

ainsi comme des batonnets rigides, de 280 nm de longueur et de 1,4 nm de diamétre [55].

14



Chapitre I. étude bibliographique

Le collagene de type lll est majoritaire dans le derme papillaire et augmente au cours de la
cicatrisation [15,16,19]. Exprimé précocement et tout au long de I'embryogenése [56], il joue
un réle tres important dans I'élasticité et de l'intégrité tissulaire [57]. Au contraire du
collagéne de type |, les séquences a(lll) possédent des résidus de cystéine qui participent a
la formation de ponts disulfure intramoléculaires. Une instabilité localisée de la triple hélice,
due a une proportion légerement différente en 4-hydropxyproline et glycine augmenterait la
susceptibilité au clivage protéolytique et au turn-over plus rapide des fibrilles de collagene Il
[58] par rapport au collagene I.

La longueur du domaine en triple hélice du collagene de type lll est |égérement plus élevée
que celle du collagéne de type |, alors que les extrémités télopeptidiques sont légérement

plus courtes [59].

L'isoforme la plus commune du collagéne de type V est ai(V)2a2(V) [48,60]. Le domaine en
triple hélice du collagéne V est de méme longueur que celui du collagene |, mais seule une
partie des propeptides est clivée lors du processus de transformation du procollagéne en
collagéne ; une fraction significative de domaines non hélicoidaux demeure donc dans le

collagéne de type V [61].

I.C.3.2.1.2. Structure quaternaire et ultrastructure

Une des principales caractéristiques structurale du collagéne est sa capacité a former des
assemblages supramoléculaires hautement organisés dans |'espace extracellulaire, variant

selon la fonctionnalité requise du tissu.

Le tropocollagene est une molécule réactive qui subit une fibrillogenése spontanée conduite
par un processus entropique pour créer des structures supramoléculaires [37]. Les molécules
de tropocollagene s’associent latéralement et longitudinalement pour former des fibrilles de
10 a 500 nm de diamétre [62] par des liaisons transversales covalentes. A une échelle
supérieure, ces fibrilles se rassemblent en fibres de 1 a 10 um de diameétre, donnant

naissance a des faisceaux de collagene dans le derme [3,6,15].

La figure suivante présente cet assemblage multi-échelle du collagéne.
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Figure 10: organisation hiérarchique du collagéne de type | [63]

Au niveau du derme, on retrouve des faisceaux de fibrilles de collagéne | ayant une
dimension latérale qui varie de quelques dizaines a quelques centaines de microns et

orientés en trois dimensions de facon aléatoire [64].

Au contraire des fibrilles de collagéne I qui peuvent développer des diametres de 10 a 500
nm selon les tissus, les fibrilles de collagéne type Ill ne développent pas de diamétre
supérieur a 60 nm [62,65]. Les fibrilles de collagene de type lll se trouvent souvent en
association avec des fibrilles de collagéne de type | pour former des fibres hétérotypiques
par réticulation intermoléculaire dans la plupart des organes, a |'exception des os et de la
cornée [66—69]. En régulant le diamétre des fibrilles de collagéne de type |, le collagene de
type lll a un réle critique dans la fibrillogenése. Un défaut de collagene de type lll implique
un développement défectueux et un défaut de fonctionnement des organes tels que le

systeme cardio-vasculaire, l'intestin et la peau [56].

Le collagéne de type V forme typiquement des hétérofibrilles avec le collagene type |
[60,70,71]. Etant nucléateur de la fibrillogenese de collagéne | [48,72], il est suggéré que le
collagene V a une fonction de régulation de ce processus. Le collagéne V a non seulement
une fonction de contréle du diameétre des hétérofibres, mais assure aussi un role dans la
normalité de I'architecture tissulaire [70]. Kobayasi et al. suggére que les fibres de collagéne
V forment un réseau reliant les autres collagenes fibrillaires, les fibres élastiques et les

protéoglycanes pour la cohésion des composants du tissu fibrillaire du derme [73].

1.C.3.2.1.3. Les voies de réticulation des collagénes fibreux du derme

L'organisation fibrillaire des collagenes du derme, essentiellement due a des liaisons
hydrogéne a |'état initial [74], est stabilisée lors de la maturation par la réticulation chimique

intra et intermoléculaire des molécules de tropocollagene [75,76].
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Les propriétés mécaniques des fibres collagéniques vont ainsi étre dépendantes de la

formation de ces liaisons covalentes qui inclut différents mécanismes.

Les voies de réticulation enzymatique

- la réticulation enzymatique par la lysyl oxydase (LOX) qui concerne les collagénes de type

L, letV.

La lysyl-oxydase catalyse la désamination oxydative des résidus lysine et hydroxylysine en
allysine et hydroxyallysine respectivement [77]. Ces aldéhydes vont réagir avec un autre
aldéhyde pour former un produit de condensation aldol (réticulation intramoléculaire) [78]
ou un résidu lysine ou hydroxylysine non modifié (réticulation intermoléculaire).

Au contraire des réticulations intramoléculaires qui ne semblent pas jouer un réle essentiel
dans la résistance physique de la fibre collagénique, les réticulations intermoléculaires ont
une importance capitale pour les propriétés mécaniques des fibres collagéniques [75].

Ces réticulations interviennent a la fois entre chaines a dans une méme molécule de
tropocollagéne et entre chaines a de molécules de tropocollagéne distinctes. Elles peuvent
intervenir entre collagénes de méme type ou de type différent (I/11l, 1/V). Il est a noter que la
réticulation des collagénes est plutét spécifique au type de tissu qu’au type de collagéne
impliqué.

Les pontages intermoléculaires formés vont dépendre de la présence de résidus lysine et
hydroxylysine dans les télopeptides [79]. La voie « lysine » (cf. Figure 1, annexe A)prédomine
dans la peau adulte tandis que la voie « hydroxylysine » prédomine dans la peau

embryonnaire et la plupart des tissus comme les os, les tendons, le cartilage [80,81].

Le pontage réductible prédominant du derme adulte est le pontage intermoléculaire
aldimine (dehydro hydroxylysino norleucine (DeH-HLNL) [81,82], obtenu par la réaction (2)

de la voie lysine (cf. Figure 2, annexe A).

Ces pontages divalents des collagénes néosynthétisés sont labiles ou réductibles. lls
diminuent fortement avec la maturation des tissus, donnant lieu a des réticulations tri ou
tétra-fonctionnelles [83,84]. Dans les tissus collagéniques matures, les réticulations sont
principalement trivalentes.

Dans le derme, la voie particuliére et majoritaire de réticulation concerne la réaction de la
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DeH-HLNL avec I'histidine pour former I’histidino-hydroxylysinonorleucine (HisHLNL) [85,86].
La quantité de HHL augmente la résistance mécanique de la fibre collagénique et la rend
moins soluble [85,87].

Figure 11: formation du pontage His-HLNL trivalent mature et stable [87]

- La réticulation par la transglutaminase (collagénes |, Ill, V)

La transglutaminase (TG2) catalyse la formation d’un pontage entre I'acide glutamique et la
lysine selon le schéma joint pour former un pontage Ne(y-glutamyl)lysine [87] (cf. Figure 3,
annexe A).

Ces pontages situés entre les résidus des domaines en triple hélice de fibres adjacentes

améliorent les propriétés mécaniques de la fibre collagénique [88].

- La réticulation par la disulfure isomérase (collagéne Ill)

Dans la séquence terminale Gly-Pro-Cys-Cys du collagene lll, les résidus cystéine sont oxydés
par I'enzyme disulfure isomérase, ce qui conduit a la liaison covalente des chaines a(lll) par
des ponts-disulfures intra et intermoléculaires [89] (Figure 4, annexe A).

Ces liaisons disulfures introduisent des contraintes conformationnelles dans chaines
polypeptides, améliorant leur stabilité thermodynamique [90]. Il est a noter que le collagéne
de type IV, non fibrillaire, présent dans la membrane basale de |la JDE est aussi réticulé par
des ponts disulfures qui sont peut-étre dans ce cas la seule source de liaisons covalentes

intra et inter-liaisons moléculaires [80].
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Les voies de réticulation non enzymatiques : la glycation

La glycation non enzymatique est un processus naturel par lequel les sucres réducteurs et les
protéines interagissent pour produire une matrice extracellulaire réticulée dans les tissus
biologiques [91]. Associée au vieillissement physiologique de l'organisme, et du derme en

particulier, ce processus sera détaillé dans le paragraphe traitant du vieillissement du derme.

1.C.3.2.1.4. Propriétés mécaniques des collagenes fibreux du derme

Les fibres de collagene de type | conférent au derme sa résistance a la traction et jouent un
réle majeur dans la stabilité du derme [1,3,15,92]. Le module de Young de la peau mesuré
par des tests de traction in vitro entre 4 et40 MPa [93], est ainsi a rapprocher de celui du
collagéne dermique de type |, avec une valeur de I'ordre de 32MPa [94].

Les propriétés mécaniques des fibres de collagéne sont étroitement corrélées aux différents
niveaux d’organisation. A I'échelle nanométrique, les mécanismes de déformation clés sont
I'étirement des molécules en triple hélice torsadée a petites déformations, suivi par étirage

axial et déroulage moléculaire [95], comme présenté sur la Figure 12.

Figure 12: relation contrainte-déformation de la peau est associée a l'orientation du collagéne [96]

Le comportement mécanique au niveau submicronique et/ou fibrillaire (rigidité, extensibilité
et non linéarité a grande déformation) n’est pas totalement élucidé.

Des modélisations moléculaires ont mis en évidence que la longueur de la molécule de
tropocollagene (300 nm) et la densité de réticulation étaient optimisées. En maximisant la
robustesse et en fournissant une grande dissipation d'énergie lors de la déformation, cette
longueur conduit a la formation de fibres collagéniques aux propriétés mécaniques les plus
favorables. Une densité de réticulation trop importante entraine une diminution de la
dissipation d’énergie [97].
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Silver et al. [98] ont montré que les tissus plus riches en collagéne de type | (tels que les
tendons) sont constitués de réseaux de collagéne fibrillaire alignés et ont une extensibilité
limitée. En revanche, les tissus avec une teneur élevée en collagene de type Il tel que la
peau du foetus et l'arc aortique sont plus extensibles et ont tendance a subir des
déformations plus importantes avant de présenter une plus grande rigidité. Ils ont également
proposé que l'origine de cette flexibilité était associée a l'alternance de domaines rigides
(séquences riches en proline et hydroxyproline) et flexibles (séquences pauvres en proline et
hydroxyproline) [99] dans le collagene de type lll, les domaines flexibles étant conservés
dans l'arrangement en "quarter-stagger" retrouvés dans les fibrilles de collagene Ill. Il
apparait aussi que le diametre des fibrilles est inversement proportionnel a la souplesse du
collagéne (le collagéne de type Il forme des fibrilles fines, inférieures a 60 nm). Des fibrilles
collagéniques de flexibilité accrue peuvent occuper des zones plus grandes, limitant ainsi la

fusion entre fibrilles et le diameétre de croissance [98].

1.C.3.2.2. L'élastine et les fibres élastiques

Avec le besoin de flexibilité des tissus et la nécessité de résister a |'étirement, I'évolution a
permis aux étres vivants de sécréter des protéines, telle que I'élastine chez les mammiferes
[100], pour satisfaire a cette exigence. La morphologie de fibres élastique est trés distincte
dans les différentes parties de notre corps. Les fibres élastiques du derme sont fines et de
longueur variable, s’interconnectant en réseaux (cf. Figure 6).

L'élastine, composant amorphe, est le principal constituant des fibres élastiques (plus de 90%)
qui confére les propriétés mécaniques de résistance et d'élasticité essentielle a la fonction
des tissus élastiques tel que le derme [101]. Les microfibrilles riches en glycoprotéines acides
et organisées en fibrilles de 10 a 12 nm [2] sont des composants minoritaires mais pourtant
essentiels des fibres élastiques, jouant le role d’échafaudage pour le dépét, I'orientation et
I'assemblage des monomeres de tropoélastine lors de la formation des fibres élastiques. Ces
micro fibrilles non ramifiées (fibrillines majoritaires) sont réparties de facon homogéne [102].
Elles restent liées a I'élastine en début d'assemblage mais leur proportion diminue

graduellement lorsque la fibre atteint la maturité [103].

Largement détaillée dans les théses précédentes de |'équipe [43,44,104], nous nous

cantonnerons ici a rappeler les principales caractéristiques de cette protéine.
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I.C.3.2.2.1. De la structure primaire a 'ultrastructure

La tropoélastine humaine est constituée d’une chaine polypeptidique de 786 acides aminés,
d’un poids moléculaire de 72000 g.mol*[105].

Sa composition particulierement élevée en résidus apolaires lui confere un caractéere
hydrophobe. Les résidus fonctionnels tels que la lysine, I'acide aspartique, l'acide glutamique
et I'arginine sont peu nombreux ; la lysine et ses dérivées en constituent la grande partie et
servent a la formation de liaisons croisées[106]. La tropoélastine est ainsi constituée par une
alternance de domaines hydrophobes et de domaines servant a la réticulation.
Contrairement aux collagenes organisés en grande partie en triple hélice, plusieurs structures
secondaires (hélices a, tours B, feuillets 3 et structures désordonnées) (cf. Figures 5-7,

annexe A) coexistent au sein de la tropoélastine [107,108].

Comme les molécules de tropocollagene, les molécules de tropoélastine ont la capacité de
s‘auto-assembler pour former des fibres. Ce processus complexe de fibrillogenese
initialement mené par des interactions hydrophobes est encore en cours d’étude [109,110].
La réticulation des molécules de tropoélastine dans les régions riches en alanine stabilise
chimiqguement ce réseau tridimensionnel pour donner I'élastine mature.

Comme dans le cas du collagéne, la réaction initiale de réticulation est une désamination
oxydative des résidus lysine. Les réactions suivantes sont spontanées et impliquent la
condensation de résidus lysine et allysine proches pour former des ponts de réticulation tels
que lallysine aldol (bifonctionnel), la lysinonorleucine (bifonctionnel), la merodesmosine
[111] (trifonctionnel) et les liaisons croisées tétrafonctionnelles uniques a I'élastine : la
desmosine et I'isodesmosine [112].

Le résultat de la réticulation est un réseau tridimensionnel, comportant des nceuds de
pontage tous les 65-70 résidus. Compte-tenu de cette structure, c’est une protéine avec une
durée de vie extrémement longue (environ 70 ans de demi-vie) [113], insoluble et trés
résistante aux agents chimiques. Nous verrons dans le paragraphe sur le vieillissement

comment elle peut étre dégradée par la voie de I'élastose [114,115].

1.C.3.2.2.2.Elasticité de I’élastine

Avec un module de Young de 0,3 a 0,6 MPa et une élongation maximale a la rupture de 100 a
150%, I'élastine possede une élasticité de type caoutchoutique.

Contrairement aux collagenes, I'élastine ne posseéde pas d’ordre a longue distance et de
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nombreux modéles ont été proposés pour expliquer l'origine de son élasticité : pendant
longtemps se sont opposés les modeles dans lesquels I'élastine était considérée comme
isotrope et dépourvue de structure, et ceux dans lesquels I'élastine était considérée
anisotrope avec des régions d’ordre a courte distance [116]. Tamburro et al. [117-119] ont
procédé a une sorte de « dissection » de I'élastine humaine par I'analyse méthodique de la
conformation de séquences polypeptidiques codées par les exons individuels de la
tropoélastine humaine. lls ont pu démontré la présence de conformations labiles, comme la
poly-proline 1l et les coudes 3, dont la stabilité dépend fortement du milieu, les structures
périodiques, telles que I'hélicea, étant présentes seulement dans les séquences poly-alanine
des domaines de réticulation. Ces travaux ont contribué a la compréhension du mécanisme

moléculaire de I'élasticité de, que I'on peut brievement résumer dans le tableau joint.

Etat relaxé Etat étiré
plus hydraté moins hydraté
peu structuré plus structuré

1

mouvements chaotiques | mouvements de type "soliton'
haute entropie entropie plus faible

systeme fractal systéme euclidien

Tableau 2 : description du systéme élastine/eau [120]

I.C.3.2.3. Les glycosaminoglycanes

Les glycosaminoglycanes (GAG) sont une famille de polysaccharides complexes, linéaires et
non ramifiés. lls partagent une organisation structurale commune, basée sur la répétition
d’une unité disaccharidique comprenant une hexosamine (N-acétyl-glucosamine ou
N-acétyl-galactosamine) et un acide uronique (acide D-glucuronique ou acide L-iduronique)
ou un sucre neutre (galactose) et pouvant étre variablement sulfatés.

La nature des sucres formant ces unités disaccharidiques, ainsi que les types des liaisons
glycosidiques impliquées, permettent de définir 6 types de glycosaminoglycanes classés en
deux sous familles (glucosaminoglycanes et galactosaminoglycanes), comme illustré dans le

Tableau 3 et la Figure 13.
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Glycosaminoglycanes

unité disaccharidique Sous famille

degré de sulfatation

Acide hyaluronique

(HA)

Héparane sulfate/

héparine

Sulfate de chondroitine

(CS)

Sulfate de dermatane

(DS)

Acide D-glucuronique,
glucosaminoglycanes

N-Acétylglucosamine
Acide glucuronique et

Acide uronique, glucosaminoglycanes
N-Acétylglucosamine

Acide D-glucuronique,
galactosaminoglycanes

N-Acétylgalactosamine

Acide L-iduronique
galactosaminoglycanes
N-Acétylgalactosamine

2.0-3.0

0.2-2.3

1.0-2.0

Tableau 3: description des GAGs du derme
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B(1-4)

Figure 13 : les principaux GAGs de la peau [121]

L'acide hyaluronique (HA) est le composant le plus abondant des GAG dans le derme (50%
dans la peau adulte). Il se distingue des autres GAGs car il n’est pas sulfaté, il n’est jamais
retrouvé associé a un squelette protéique (il n’existe donc pas d’HA-PG) et il se présente sous
forme de chaines individuelles de taille considérable (pouvant atteindre une longueur de
50000 unités disaccharidigues. En solution physiologique, I'HA est polyanionique et posséde
une structure aléatoirement coudée donnant des solutions de forte viscosité. Ces
macromolécules peuvent aussi s’auto-assembler pour former des régions possédant une
structure hélicoidale. Compte-tenu de son caractere hydrophile et de I'enchevétrement des
molécules individuelles, I'HA forme alors un gel d’élasticité considérable. L'HA joue un réle
essentiel dans le maintien de I'hydratation, et est impliqué dans un certain nombre de

processus physiologiques et pathologiques (adhésion cellulaire, migration, croissance
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tumorale...), notamment de par son interaction avec son récepteur cellulaire CD44 [122].

1.C.3.2.4. Les protéoglycanes

Les protéoglycanes (PG) font partie de la famille des glycoprotéines. Leur point commun est
la présence de chalnes de GAG attachées de fagon covalente a un squelette protéique lors
d’une modification post-transactionnelle.

Bien que les protéoglycanes soient présents en bien moindre quantité que les collagenes
dans le derme, leur importance dans la physiologie de la peau a été mise en évidence.

Ce sont des molécules de haut poids moléculaire (60000-250 000 g/mol) qui peuvent
absorber jusqu’a 1000 fois leur volume propre en eau, régulant ainsi l'affinité du derme avec
I'eau, son volume et sa compressibilité. Les protéoglycanes lient aussi les facteurs de
croissance et les cytokines, et connectent les cellules avec la matrice fibrillaire. lls influencent
la prolifération, la différentiation, la réparation des tissus et la morphogénese.

La décorine et le versicane sont les protéoglycanes majoritaires extraits du derme [123-125].
La décorine est un PG de petite taille (60 000 g/mol) constitué par un coeur protéique de
30 000 g/mol auquel sont attachés 2 ou 3 oligosaccharides et une unique chaine GAG de 16
a 18000 g/mol, principalement du DS dans la peau. Le cceur de la protéine se lie au collagéene
| de fagon a ce que la chaine latérale de DS soit localisée dans la zone de trou de
I'arrangement en quarter-stagger du collagene. La décorine joue un réle dans la régulation
du diameétre des fibrilles de collagéne. Par exemple, la rupture ciblée de la décorine conduit a
la formation de fibrilles de collagéne aberrantes.

Le versicane (Figure 14) est un PG de haut poids moléculaire contenant 2 longues chaines de
CS; présent dans le derme fecetal et adulte, il interagit avec les microfibrilles et I'HA et
pourrait ainsi conférer des propriétés viscoélastiques aux microfibrilles cutanées. Des
variations dans la composition en protéoglycanes apparaissent typiquement autour de 40

ans.
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Figure 14 : agréqats de versicanes [34]

1.C.3.2.5. Glycoprotéines du derme

Comme les GAGs et PGs, les glycoprotéines interagissent avec les autres composants de la
matrice et les cellules via des récepteurs intégrines spécifiques. Elles sont impliquées dans
I'adhésion, la migration, la morphogénése et la différentiation.

Dans le derme, se retrouvent en particulier les glycoprotéines telles que la fibronectine, et
I'entactine. La fibronectine joue un réle clé dans I'adhésion, la migration, la croissance et la
différenciation des cellules a la matrice extracellulaire [126]. Quant a la laminine, elle peut
réagir avec le collagene du type IV et VIl et joue un réle crucial pour I'assemblage de la

membrane basale [126].
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Il. Vieillissement intrinséque et extrinséque de la peau

Le vieillissement cutané est un phénomeéne biologique complexe qui affecte les différents
constituants des diverses couches de la peau; les changements principaux concernent
majoritairement le derme [127]. Le vieillissement de la peau est souvent associé a une
augmentation des rides, au relachement des tissus et de la laxité [128]. Lors du vieillissement
cutané, un remodelage de la MEC conduit a l'altération de sa fonctionnalité. Il est ainsi
important de suivre I'évolution des collagénes fibrillaires, des fibres élastiques et des
protéoglycanes/glycosaminoglycanes/acide hyaluronique, nécessaires pour conférer en
particulier résistance a la traction, élasticité et hydratation [129].
Le vieillissement cutané est la juxtaposition de deux phénomeénes distincts :

- levieillissement intrinseque (chronologique, génétique, endocrinologique)

- le Vvieillissement extrinseque (environnemental). Les effets du vieillissement

extrinséque sont souvent plus prononcés [130].

Il.A.Le vieillissement intrinséque : vieillissement chronologique

Le vieillissement cutané intrinséque est un processus physiologique progressif et irréversible
de la dégradation du tissu qui commence dés que la maturation physique est accomplie
[127,131]. Le vieillissement intrinseque reflete notamment les caractéristiques génétiques et
dépend du temps. Au niveau macroscopique, une perte nette de I'épaisseur cutanée est mise
en évidence chez les personnes agées. On retrouve aussi une altération des fonctions
mécaniques et de la fonction barriére de la peau [132,133], ainsi qu’une sécheresse accrue
et la formation de rides [134]. lamincissement du derme en particulier est accompagné

d'une diminution de sa cellularité, avec une diminution du nombre de fibroblastes [135].

La Figure 15 illustre I'effet du vieillissement intrinséque sur les principaux composants du
derme avec:

- une atrophie du collagéne, notamment des types | et lll (dans le derme réticulaire en
particulier), due a la réduction du nombre de fibroblastes et a leur capacité
biosynthétique [64,136,137],

- la diminution des fibres élastiques (dans le derme papillaire en particulier) [138,139],

- la fragmentation/dégradation des GAGs [140].
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Figure 15: remodelage de la MEC dans la peau dgée non exposée aux Uvs [129]

Dans la peau agée, il est noté une augmentation de la densité de réticulation des collagenes
fibrillaires, associée a une perte des fibres élastiques, des GAGs et des PGs [64]. Ainsi la
structure de la MEC se trouve profondément modifiée : alors que dans le derme jeune les
faisceaux de collagene sont ordonnés et étroitement serrés, avec un diameétre relativement
uniforme en coupe transversale, avec l'dge les fibres de collagéne deviennent moins
nombreuses mais plus épaisses [137,141]. Les fibres de collagéne forment des agrégats de
fibres moins ondulées, augmentant la rigidité [64]. Il est aussi important de noter que le
rapport de collageéne lll/collagéne | est augmenté avec le vieillissement intrinséque, avec une
diminution irréversible de la teneur totale en collagéne [142,143]. Cette diminution
s’explique par la diminution de la synthése et I'augmentation de l'activité des protéases
[144].
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Les fibres élastiques présentent aussi de nombreux changements lors du vieillissement
intrinseque ; une dégradation lente et irréversible associée a l'accumulation de fibres
partiellement dégradée [133]. Les fibres élastiques plus fines du derme papillaire
disparaissent [139]. Ces modifications expliquent en grande partie la perte de fonction
I'élasticité de la peau avec I'age [135].

Il est aussi important de noter que les interactions entre les fibres de collagene et le systéeme
élastique sont absentes dans la peau agée [140]. Cette perte d’interactions pourrait

expliquer la facilité a la déchirure entrainant des lacérations de la peau [145].

Au niveau des GAG, dans la peau humaine, c’est principalement |'acide hyaluronique qui
diminue en fonction de I'age, avec une perte de I'eau liée associée [140]. Ces variations des
niveaux d'acide hyaluronique dans le derme pourraient jouer un réle dans les modifications
morphologiques de la peau agée, telles que l'apparition des rides et la perte d'élasticité
[140].

Plusieurs mécanismes/théories ont été proposés afin d’expliquer le vieillissement intrinseque,
que nous allons détailler ci-apres.

A. Lathéorie du vieillissement par les radicaux libres (ROS)

B. La réticulation de glycosylation non enzymatique : la glycation

C. Lasénescence cellulaire et le raccourcissement des télomeres.

I1.A.1. La théorie des radicaux libres

Cette théorie, proposée par Harman [146] en 1956, est encore appelée théorie
mitochondriale du vieillissement, car c’est le site mitochondrial qui posséde le turnover le
plus élevé dans la cellule [147,148]. Les radicaux libres d'oxygéne, y compris le radical
superoxyde (0;”) et le radical hydroxyle (-OH°), ainsi que les dérivés non-radicalaires tels que
le peroxyde d'hydrogene (H20:) et de I'acide hypochloreux (HOCI) [149] sont englobés dans
le terme générique de dérivés réactifs de I'oxygéne (ROS). La présence d'un ou plusieurs
électrons non appariés dans les orbites extérieures rend ces espéces, en particulier I'espéce
(‘OH°),extrémement réactive [150].

Les ROS sont générés en continu lors de la derniere étape du processus visant a transformer
I'ADP et le groupement phosphate en ATP dans la mitochondrie en consommant l'oxygene
par l'intermédiaire de la chaine respiratoire [130,151,152]. Selon I'observation de Harman,
une partie de I'oxygéne consommé est réduite chimiquement dans les mitochondries par

I'addition d'électrons célibataires, qui sont successivement convertis en ROS [147]. Les ROSs
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en exceés sont ainsi générés par les activités métabolisme oxydatives, qui entrainent des
détériorations irréversibles des constituants et cellules de la MEC [153].

Dans l'organisme, il existe des antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques [154]
permettant de neutraliser ces ROS. Cependant, la diminution de la production de ces
antioxydants est observée a un rythme croissant avec I'age [155,156]. Le déséquilibre entre
oxydants et antioxydants exacerbe le vieillissement cellulaire [150,157]. Par ailleurs, les ROSs
peuvent modifier et dégrader, de fagon directe et indirecte (via les protéases), les
composants de la matrice extracellulaire comme les collagenes, les protéoglycanes et I'acide
hyaluronique [149]. In vitro, il a été montré que l'activation du facteur transcription AP-1
(protéine activatrice 1), conduit a I'expression des métalloprotéinases matricielles MMP-1
(collagénase), MMP3 (stromélysine 1) et MMP-9 (gélatinase) et empéche I'expression de
procollagéne du type | [158]. On retrouve in vivo une augmentation de l'activité des MMP-1
et MMP-9 responsables de la dégradation de la MEC dans la peau des personnes agées [144].
Cette dégradation de la MEC par la voie indirecte des ROS conduit a I'accumulation des

fragments de collagéne qui est un signe primordial du vieillissement intrinseque de la peau.

IlLA.2. La réticulation de glycosylation non enzymatique : la glycation

La glycation est une réaction non enzymatique aboutissant aux produits de glycation avancés
(AGE : advanced glycation end-products),des produits résultant de la liaison entre un ose tel
gue le glucose, le galactose ou le fructose et la fonction amine libre d’une protéine, le plus
souvent une lysine ou une arginine [159]. Pour notre étude de vieillissement cutané, nous
nous intéresserons a la glycation de la protéine majoritaire du derme : le collagéne fibrillaire
type I.

Le collagéne est une protéine de longue durée de vie qui peut étre modifiée par le processus
naturel de glycation [160], ce qui joue un réle majeur dans la modification des propriétés
mécaniques du derme avec l'age.

Comme illustré sur la Figure 16, ce processus de réticulation non enzymatique démarre
beaucoup plus tard que le processus de réticulation enzymatique par la LOX détaillé dans le

chapitre précédent.
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Figure 16 : profil de réticulation du collagéne de la peau bovine en fonction de I’'dge montrant 'augmentation de

la HLNL avec la croissance et la conversion de ce dernier en HHL cours de la maturation, suivi par le processus de

glycation [161]

Ces processus de réticulation des collagenes dermiques avec I'age sont schématisés sur la

figure ci-dessous.

Figure 17 : évolution des processus de réticulation du collagéne avec I'dge [75]
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Comme schématisé sur la Figure 17, les sites de glycation, qui sont hautement conservés lors
du vieillissement [162], se situent sur des molécules adjacentes et les pontages sont formés
entre les domaines de triple hélice.

La figure ci-apres, la premiére étape de glycation du collagene est une condensation de
Maillard [91] impliquant la réaction d’'un ose avec le groupe amine libre de la lysine ou de
I'arginine pour former une base de Schiff, suivie d’un réarrangement moléculaire conduisant
aux produits d’Amadori. Ces produits d'addition subissent alors des étapes d’oxydation ; des
réticulations intermoléculaires vont alors se former par réaction entre les résidus lysines et

arginines modifiées des molécules de collagéne adjacentes.

Figure 18: mécanisme de glycation du collagéne — formation des AGEs [87]

Dans le collagene, les principaux AGE identifiés sont des réticulations lysine-arginine telles
que la pentosidine et le glucosepane [38]. D'autres liaisons glyquées provenant de réactions
entre les résidus modifiés lysine-lysine ont pu étre identifiées dans le collagene, (cf. Tableau 4)

mais ils ne sont présents qu’en quantité infime [163].
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Réticulation Nomenclature Voies proposées

Lysyl-arginine Pentosidine Réarrangement d’oxydation des produits
d’Amadori, 3-déoxyglucosone glycolaldéhyde
et les pentoses

Glucosepane glyoxal, et glucose désoxyglucosone

Lysyl-lysine GOLD, MOLD DOLD interaction de deux résidus lysine avec deux
molécules de glyoxal et le méthylglyoxal et
désoxyglucosone

Crosslines Réticulations entre deux lysyl-NH2 de deux
formes stéréo-isomeéres différentes.

Vesperlysine Interaction de la lysine et de la
dégradation par oxydation des produits

de glucose

Tableau 4 : AGEs dans le collagéne [163]

Parmi les nombreux AGEs présents dans 'organisme, le glucosepane est le seul pontage dont
I'effet significatif sur les propriétés mécaniques des fibres de collagene in vivo a été
démontré a ce jour [164]. En particulier, une densité de réticulation en exces, en entrainant
une diminution de la dissipation d’énergie lors de la déformation [97] rend les tissus
collagéniques plus fragiles.

Le glucosepane s’accumule principalement dans la matrice extracellulaire de la peau agée,
atteignant un niveau de réticulation de 20% des molécules de collagéne. Sa présence en
guantité élevée peut contribuer a un certain nombre de dysfonctionnements de la matrice
extracellulaire, tels que l'augmentation de Ila rigidité et de la charge de
rupture, 'augmentation de la température de dénaturation, la diminution de la solubilité du
collagéne et la diminution de susceptibilité aux enzymes de dégradation au cours du
vieillissement. [87,164,165].

Si la glycation affecte bien évidemment la fonctionnalité mécanique de la matrice
extracellulaire, elle conduit aussi a l'inhibition de la réactivité des fibres de collagene avec les
récepteurs cellulaires et les autres composants de la matrice. En particulier, la perte des
résidus d'arginine spécifiques pourrait affecter la liaison au site Arg-Gly-Asp impliqué dans la
reconnaissance des deux intégrines alB1 et a2f1 qui forment une liaison physique entre les
cellules et la matrice [75,166]. Ces interactions sont essentielles dans le développement, la

cicatrisation et dans le maintien de l'intégrité tissulaire.
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La pentosidine est quant a elle présente en faibles quantités dans la plupart des tissus;
correspondant a environ une réticulation pour 200 molécules de collagene, elle est
susceptible d'avoir un effet significatif sur les propriétés physiques de la fibre collagénique
[87].

Linhibition des réactions de glycation pourrait réduire les effets néfastes du vieillissement
[87]. Par exemple, le thé vert, l'ail et la carnosine sont des antioxydants chimiques ou

naturels qui inhibent des réactions de glycation [167].

I.LA.3. La théorie télomérique du vieillissement

Hayflick a montré en 1965que le nombre de divisions pour une cellule normale comme un
fibroblaste diploide était limitée in vitro [168]. Cette théorie a ensuite été proposée pour
expliquer la perte de télomeéres par Olovnikov [169].

Les téloméres, régions non codantes qui comprennent des répétitions de plus de 1000 fois la
séquence TTAGGG chez les humains [170] ont pour fonction de protéger et de stabiliser le
chromosome contre la dégradation et la détérioration de I’ADN [171]. Lorsque les télomeres
parviennent a une longueur critique, ils ne jouent plus leur réle protecteur et provoquant la
sénescence de la cellule, I'arrét du cycle cellulaire et parfois 'apoptose [172]. Dans le derme,
cette perte de télomeres des fibroblastes entraine I'accumulation de cellules sénescentes qui
remplacent les cellules saines et qui perdent leur capacité de prolifération et de synthéese de
la MEC, ainsi que lI'augmentation de I'expression de protéases de la MEC [128,141,173,174].
Cela explique la diminution de la cellularité du derme et par conséquence sa perte

d'épaisseur [135].

II.B. Le vieillissement extrinséque

Dans la littérature, différents facteurs de vieillissement cutané extrinséque sont reportés
comme les ultraviolets de type A, le surpoids, le mode de vie (déséquilibre alimentaire, tabac,
mangue de sommeil), la pollution de lair, etc. [141,151,175-180]. Cependant, I'un des
facteurs essentiels du vieillissement extrinseque concerne l'exposition aux UVs, encore
appelé photo-vieillissement.

Le photo-vieillissement de la peau humaine est un processus cumulatif basé sur le degré
d’exposition au soleil et le phototype de la peau.

Lexposition cumulative au soleil est le facteur extrinseque le plus reconnu qui accélére le
processus de vieillissement de la peau [181]. Approximativement 80 % du vieillissement

extrinseque de la peau est attribuable a I'exposition au soleil [182].
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11.B.1. Le rayonnement solaire

Le rayonnement solaire qui atteint la terre peut étre divisé en cinq régions d’énergie et de
longueur d’onde décroissante :

- les UVC, (100 - 280 nm)

- les UVB, (280-315 nm)

- les UVA, (315-400 nm)

- la lumiére visible (400-760 nm)

- le rayonnement infrarouge (760nm-1mm).

Moins de 5% du rayonnement solaire qui atteint la surface de la terre est un rayonnement
UV, qui constitue la composante la plus énergétique et donc la plus active a laquelle sont
soumis les organismes vivants. Parmi ces rayonnements UVs, les UVC sont absorbés par la
couche d'ozone dans la haute atmosphere de la Terre [183] et n’atteignent que tres peu la
surface de la terre. Les UVB constituent 2% du rayonnement UV auquel sont soumis les
organismes et sont principalement absorbés par I'épiderme et le derme superficiel; les 98%
restants sont les UVA, de plus faible énergie, mais qui pénétrent plus profondément dans le
derme [184] et qui sont ainsi responsables de la majeure partie du photo-vieillissement du
derme [184]. Il est a noter que la peau claire est plus fragile et sensible qui face a I'exposition

aux UVs [153].

hypoderme

Figure 19 : pénétration du rayonnement UVA et UVB sur la peau humaine [185]

11.B.2. Manifestations cliniques et évolution de la MEC

Les aspects différents du vieillissement intrinséque et extrinseque sont perceptibles lors d’un
examen clinique.
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La peau photovieillie se caractérise par une perte d'élasticité, une augmentation de la
rugosité et de la sécheresse, une pigmentation irréguliére, une apparence cuirassée et la

présence de rides profondes [186,187].

La figure ci-apreés illustre les effets couplés du vieillissement extrinséque et lié a I'age sur les

principaux constituants du derme.

Figure 20 : remodelage de la MEC dans la peau dgée exposée aux UVs [129]

Ces changements morphologiques prédominent dans le derme superficiel et au niveau des
zones photo-exposées. llIs s’"accompagnent d’une redistribution des fluides dermiques qui se
manifeste par I'apparition d’une bande hypo-échogene dans le derme superficiel appelée

SENEB (Sub Epidermic Non Echogenic Band).
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11.B.2.1. Evolution de la phase collagénique

La photo-exposition du derme atrophié par le vieillissement intrinséque entraine une
accélération de la dégradation de collagenes [135,188], ainsi que la perte spécifique de
collagéne VII de la jonction dermo-épidermique [155,189]. Les fibres de collagene dans la
peau photovieillie sont plus fragmentées, plus épaisses et plus solubles [133]. Cette
altération morphologique est tres différente de I'atrophie progressive des fibres
collagéniques lors du vieillissement chronologique. Varani et al. ont montré que la synthese
de collagene était liée aux contraintes mécaniques [190]. La production de collagéne est ainsi
plus efficace dans les cellules sous tension mécanique élevée. La mauvaise adhérence des
fibroblastes sur les fibres de collagene dégradé conduit a aggraver progressivement le
photovieillissement [191].

Il est a noter que la synthése de collagéne dans la peau photovieillie semble rester similaire a
celle des sites protégées du soleil [192]. La diminution plus sévére de la phase collagénique
dans la peau photovieillie serait donc essentiellement due a une augmentation de sa
dégradation.

La figure ci-apres illustre les principales étapes de la dégradation structurale lors du

vieillissement extrinseque sous exposition UVs [193].
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Figure 21 : détérioration dermique induite par irradiation UVs [193]

Comme détaillé sur la Figure 22, les UVs activent les MMP via deux voies principales: la

détérioration de I'ADN (directe) ou bien par les ROS (indirecte).

Figure 22 : schéma des voies de vieillissement extrinseque[170]
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Les UVA peuvent endommager I'ADN mitochondrial par la voie indirecte via les ROS. En
revanche, les UVB peuvent réagir directement [194]. C’est la voie directe qui induit la
surexpression des MMPs et initie la dégradation des fibres de collagéne et en méme temps
régule négativement l|'expression de TIMPs [153]. Ce processus n’existe pas lors du
vieillissement intrinséque.

Les ROS sont toujours générés majoritairement dans la mitochondrie comme pour le
vieillissement intrinseque.

L'activateur AP-1 transcriptionnel peut étre également induit par lirradiation d’UVs qui

stimule ensuite la transcription de MMPs [153].

Enfin, il est a noter que les UVB (absorbés majoritairement par I'épiderme) peuvent altérer
directement I’ADN cellulaire, provoquant une sénescence cellulaire avec un processus de
vieillissement plus accéléré [185].

Les télomeéres peuvent étre endommagés directement par irradiation UVs [152], en
particulier les bases TT et G présentes en grand nombre dans les téloméres [195]. La
longueur des télomeres dans les fibroblastes dermiques humains décroit avec le

rayonnement UVs, et pourrait contribuer a un vieillissement précoce [196].

11.B.2.2. Evolution de I’élastine

Il a été précédemment reporté une diminution de la quantité d’élastine dans la peau avec
I’age. En revanche, dans la peau photovieillie, la quantité d’élastine augmente en proportion
de la quantité d'exposition au soleil [115]. Comme illustré sur la Figure 20, on retrouve dans
la peau photovieillie une accumulation de fibres élastiques anormales, fragmentées,
désorganisées, qui remplacent une partie de la phase collagénique [135,137,141].

Cette élastose solaire [115,197,198] est pratiquement indétectable dans la peau agée non
exposée [199]. Bernstein et al. suggere que ce mécanisme est dd a la fois a la synthese et a la
dégradation de I'élastine [135]. La stimulation de protéases par irradiation UV [197] serait en
faveur de l'accélération de la dégradation d’élastine.

Labat-Robert et al. suggére que la dégradation du réseau de fibres élastiques est aussi due a
la réponse des fibroblastes dermiques soumis eux-mémes a un rayonnement UV aigu [200].
Cependant, il semble difficile de rendre compte seulement de I'accumulation du matériel
amorphe élastique par la dégradation des fibres existantes. Lavker et Kaidbey ont suggéré un
mécanisme de déposition de lysozyme induite par I'exposition UVs sur I'élastine qui formerait
un complexe [201]. Le lysozyme sert a protéger les fibres contre une dégradation

rotéolytique. Cela pourrait expli uer, au moins en partie, I'accumulation massive de fibres
y
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élastiques endommagées dans la peau endommagée par le soleil.

Les ROSs alterent la transcription dARNm de tropoélastine par les fibroblastes dermiques
humains. Cela pourrait expliquer que les ROS peuvent également contribuer au dépot
anormal d'élastine dans la peau photovieillie [202]. La littérature suggére que le matériel
élastique produit est clairement dysfonctionnel et contribue grandement a la formation de la

masse amorphe typique du derme photovieilli. [128,203].

11.B.2.3. Evolution des GAGs

Au contraire du vieillissement intrinséque, la quantité de GAGs (et en particulier I’'HA) est
accrue dans la peau sous exposition UVA et UVB [204-206].

Cette augmentation de la teneur en GAG semble incohérente avec I'aspect de la peau photo
vieillie, trés distincte de celle du nouveau-né riche aussi en GAGs [207]. Bernstein et al.
affirment que l'emplacement anormal de GAGs dans la peau lors du photovieillissement
pourrait expliquer paradoxalement I'aspect papyracé sur la peau photovieillie [206]. Les
GAGs de la peau photovieillie sont anormalement déposés sur un matériau élastique, au
contraire de la dispersion homogene de la peau jeune [133]. Laugmentation des
glycosaminoglycanes dans la peau photovieillie pourrait s’expliquer par le dép6t de versicane
sur les fibres anormales élastotiques [208,209]. Le versicane étant un PG qui se lie avec les

GAGs dans la peau, sa présence pourrait expliquer 'augmentation de 'acide hyaluronique.
I1.C. Vieillissement intrinséque/extrinséque

En résumé, le vieillissement chronologique de la peau peut donc se concevoir comme

I'atrophie structurale irréversible et le déclin fonctionnel de la peau en fonction de I'age. Le

tableau ci-apres récapitule les effets généraux du vieillissement intrinseque sur les cellules et
la MEC du derme [135,141,170].
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Composants du derme Effets du vieillissement intrinséque

Fibroblastes { prolifération, { MEC production
Jépaisseur, “Prigidité, Jfibres collagene, fibres
MEC élastique, laxité, “rides et I désorganisation

structurale

Tableau 5 : évolutions majeures avec le vieillissement intrinseque

La photo-exposition joue un role considérable dans le processus de vieillissement cutané.
Couplée avec le vieillissement chronique, I'exposition aux UVs accélére surtout le processus

du vieillissement cutané [210].

Composants du derme Effets du vieillissement extrinseéque

Fibroblaste J prolifération, J, MEC production
Jépaisseur, “rigidité, | fibres collagene, “Mibres
Matrice dermique élastique, T GAGs, Maxité, T rides, TN jaunissement et P

désorganisation structurale

Tableau 6 : évolutions majeures avec le vieillissement extrinseque
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lll. Techniques de caractérisation de la peau et des protéines de la MEC

Comme nous lI'avons vu dans le chapitre précédent, de nombreux mécanismes moléculaires
sont a I'ceuvre lors des vieillissements intrinseque et extrinséque, entrainant en particulier
une évolution des constituants majeurs du derme et son organisation hydrique
[128,211,212]. L'évolution des caractéristiques physico-chimiques de la peau au cours du
vieillissement est ainsi a l'origine de modifications de son comportement mécanique,
thermique, diélectrique et vibrationnel. Nous présentons ici les principales études de
caractérisation menées sur la peau et ses macromolécules majeures. La caractérisation
d’autres types de tissus conjonctifs par ces techniques est aussi reportée, afin d’en dégager la

potentialité pour une application ultérieure a la peau et au derme.

llI.LA. Analyses biophysiques

lllLA.1. Comportement mécanique

Lanalyse mécanique est largement employée dans le domaine biomédical et plus
particulierement dans l'ingénierie des biomatériaux [213,214], en particulier grace a
I'adaptation de techniques de mesure développées initialement pour la caractérisation de
matériaux. Il est important de noter que l'influence de I'environnement hydrique joue un

réle capital [215].

Il.A.1.1. Caractérisation mécanique in vivo

De maniere générale, la caractérisation mécanique de la peau in vivo présente un avantage
majeur de pertinence biologique et de trés nombreuses études lui ont été dédiées.

Méme si chaque composant de la peau a un comportement mécanique bien spécifique, la
peau est tres souvent considérée comme un matériau homogéne, et comme nous l'avons
abordé précédemment, les propriétés mécaniques de la peau sont en trés grande partie
gouvernée par le derme [99,216,217].

De nombreuses études in vivo et in vitro ont été menées afin de déterminer les propriétés
mécaniques du derme[218-220], en particulier grace a I'adaptation de techniques de mesure
développées pour la caractérisation de matériaux basées sur la torsion, I'indentation, la

Iévarométrie, la ballistométrie, la succion (cutométrie), 'extensométrie [216].

Lun des parametres les plus caractéristiques de la peau et du derme est son module de

Young. La peau est un matériau hautement anisotrope et le module de Young dans le sens de
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I’épaisseur peut varier de de 0,005 a 0,1 MPa par les tests d’indentation (selon la géométrie
de l'indentometre, les conditions du test (statique ou dynamique)) ; il varie selon les études
de 0,025 a quelques dizaines de de MPa par des tests de succion et de torsion (peaux
humaines et animales, toutes zones confondues) [218]. Nous avons compilé dans le tableau
suivant les données reportées par Diridilou et al.[221], incrémentées des études publiées

depuis sur I'évolution avec I'dge du module d’élasticité de la peau de l'avant-bras chez

I"humain.
Module de Evolution avec . . o
R site technique référence
Young (MPa) I'age
Augmentation ) Grahame 1969
18-57 . Avant-bras succion
de 20a70ans [222]
Diminution de 6 Avant-bras ) Sander 1973
0,11-0,02 . . torsion
a 60 ans postérieur [223]
0,42 Avant 40 ans Avant-bras ) Agache 1980
. . torsion
0,85 Aprés 40 ans postérieur [224]
Augmentation )
. Avant-bras ) Escoffier 1989
1,1-1,32 brusque apres o torsion
antérieur [225]
65 ans
0,15 Avant 25 ans ) Barel 1998
. Avant-bras succion
0,25 Apres 60 ans [226]
De 6 mois a 90 Avant-bras ) Diridollou 2001
0,08-0,26 . succion
ans antérieur [221]
0,0107 18-30 ans Indentation Boyer 2009
Avant-bras )
0,007 51-70 ans dynamique [227]
0,013-0,0145 23,2+1,6 ans Flux d’air sans Boyer 2012
Avant-bras
0,006-0,008 60,4+2,4 ans contact [228]

Tableau 7 : évolution du module d’élasticité de la peau par différentes techniques

Comme nous pouvons le constater, ces différentes techniques peuvent conduire a une
grande variabilité de résultats selon la sonde utilisée, I'échelle de mesure et les conditions de
I'essai [229].

Il est aussi intéressant de travailler sur les valeurs relatives (composante élastique /
composante visqueuse). Luebberding et al. [230] ont vérifié par cutométrie la diminution de
la composante élastique de la peau avec le vieillissement sur un large panel d’individus, avec

une différence de comportement liée au sexe : avec I'age, la peau des femmes devient moins

43



Chapitre I. étude bibliographique

extensible, mais a une meilleure capacité a la recouvrance apres étirement que la peau des
hommes. Il est maintenant bien acquis que la peau mature est moins élastique et plus
relachée que la peau jeune, les modifications de la structure du derme présentant ici un role
prépondérant. Concernant le photovieillissement, des tests de résilience in vivo sur des
peaux de rats photoexposés ou non ont mis en évidence une forte corrélation entre les
parameétres de résilience, le volume de rides et la destruction des fibres de collagéne [231].
Le développement de nouvelles techniques permettent des analyses in vivo plus locales, en
particulier par indentation statique localisée [232,233] (permettant d’obtenir les valeurs des
modules Young des différents compartiments de la peau), par indentation dynamique
[232,233] (permettant d’accéder aux composantes élastiques et visqueuses) et par tribologie
[232,233] (permettant d’accéder aux différents paramétres de friction, a I'échelle locale).
Enfin I'élastographie [216,234] est une méthode quantitative pour la mesure ou I'imagerie de
propriétés biomécaniques de la peau a une résolution micrométrique, cellulaire ou encore
moléculaire [234,235].

llI.A.1.2. Caractérisation mécanique in vitro

Les études in vitro ne doivent pas étre négligées car elles permettent d’obtenir des
caractéristiques inatteignables par contréle non destructif.

Lun des tests les plus utilisés in vitro est le test de traction, permettant d’obtenir les
différents régimes de déformation du derme et d’en déterminer les caractéristiques
mécaniques essentielles, dans les zones d’élasticité linéaire et non linéaire [216,236,237].
Lune des études pionniéres in vitro reliant la structure a la fonction mécanique du derme
lors du vieillissement a été menée par Daly et al. [236] en 1977. Par la suite, les tests de
contrainte-déformation effectués sur des échantillons de derme abdominal et thoracique
humain, sur 'élastine et le collagéne [98,237] ont permis de montrer que la viscoélasticité du
derme humain était conditionnée par ces macromolécules constitutives majeures dont les
interactions sont assurées par des liaisons hydrogéne. Le stockage de I'’énergie élastique
serait localisé dans les séquences flexibles du collagene et de I'élastine, alors que les
séquences plus rigides aideraient au transfert dans l'ensemble de la molécule. Une
compilation récente des données de la littérature [218] reporte que les valeurs des modules
d’élasticité de la peau ou du derme in vitro varient généralement de 4 a 15 MPa a faible
vitesse de déformation, augmentant a plus forte vitesse, démontrant ainsi son caractere
viscoélastique. Par contre le role de I’hydratation, qui joue un role essentiel dans les
propriétés mécaniques, n’est en général pas considéré dans ces études.

Lanalyse mécanique dynamique, largement utilisée dans le domaine des matériaux et
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biomatériaux [214], est une technique de choix pour accéder au comportement rhéologique
du derme ou de ces constituants dans le domaine fréquentiel.

Les propriétés mécaniques des macromolécules constitutives de la peau comme I’élastine
ont été mises en évidence grace a la manifestation mécanique de la transition vitreuse : une
diminution du module conservatif et une augmentation du module de perte sont observées
[238,239] avec I'hydratation, et il est possible de prévoir le comportement mécanique de la
protéine sur de larges gammes de température, de fréquence de sollicitation et d'hydratation
[240]. La manifestation mécanique de la transition vitreuse du collagéne est aussi détectable,
et comme dans le cas de l'élastine, elle est fonction de I’hydratation [241]. Un autre
phénoméne mécanique observable est le phénomene de rétrécissement du collagene
(shrinkage) [242]. Ce phénomeéne de contraction des fibres collagéniques le long de I'axe
longitudinal est observé de maniere concomitante a la dénaturation [44,243]. Un décalage
en température est parfois constaté entre les deux événements, diminuant avec le degré de
réticulation de la protéine. Ce rétrécissement, qui n’est pas observé dans le cas du collagéne
non réticulé, est une cause directe de lI'effondrement de la structure hélicoidale rigide [244].
Lanalyse mécanique dynamique du derme bovin [245] natif ou différemment digéré menée
en conditions physiologiques a montré qu’une déstabilisation des réseaux d’élastine et de
collagéne par appauvrissement en protéines interfibrillaires (protéoglycanes et
glycosaminoglycanes) modifiait significativement les propriétés viscoélastiques du derme et
que l'organisation de ces protéines était par conséquent indispensable au maintien les
propriétés mécaniques du derme.

Les tests oscillatoires a faible amplitude et les tests de fluage sur des biopsies de derme
humain [246] effectués également a la température physiologique se confrontent eux aussi a
la difficulté de maintenir un taux d’hydratation pertinent sur le plan physiologique.

Enfin, les études de nanomécanique in vitro [247], en particulier grace a I'utilisation de 'AFM
en mode statique ou dynamique [229,248], se développent également, permettant d’accéder
a des caractéristiques mécaniques et topographiques locales ; on note non seulement une
modification des propriétés mécaniques de la MEC, mais aussi de la composante cellulaire du
derme ; Schulze et al. [249] ont ainsi montré que les fibroblastes dermiques se rigidifiaient

avec l'age.

l1l.LA.2. Comportement thermodynamique

Les propriétés thermiques de la matiere sont intimement reliées a sa structure physique et
chimique. Parmi les techniques d’analyse thermique, I'Analyse Calorimétrique Diatherme

(ACD) est une technique largement utilisée en routine pour la caractérisation des matériaux
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et protéines. Elle constitue ainsi une technique de choix pour a I'analyse du comportement
thermodynamique in vitro des tissus biologiques [250], comme en témoignent différentes
theses de I'équipe de Physique des Polymeres [41-44,104].

Combinée avec I'analyse thermogravimétrique (ATG), 'ACD est une méthode standard pour
quantifier I'eau cristallisable et I'eau non cristallisable [251-255] présente dans les tissus.
LACD est également une méthode appropriée pour évaluer la stabilité thermique des
protéines, les changements conformationnels et pour confirmer la nature
réversible/irréversible des transitions thermiques [256]. L'étude calorimétrique permet un
découplage simple des réponses thermiques du collagéne et de I'élastine, constituant une
méthode pertinente pour un suivi en routine de leur évolution sous l'effet de facteurs
physiologiques ou/et pathologiques [257,258]. Dans le cas de I'élastine, seul un phénomene
de transition vitreuse est observé sur toute la gamme de température, fortement dépendant
du taux d’hydratation de la protéine. L'élastine ne posséde pas d'ordre a longue distance et
bien que différentes structures secondaires coexistent au sein de la protéine, elle peut étre
considérée amorphe du point de vue de sa structure physique. Ces résultats illustrent
parfaitement le modele de Tamburro décrit précédemment [259] basé sur la présence de
tours B labiles et dynamiques dans les domaines hydrophobes et le modéle de Dagget [260]
décrivant les domaines hydrophobes de ['élastine comme des structures amorphes
compactes. Il est a noter que des expériences de vieillissement physique mettent en
évidence la formation de liaisons physiques de type liaisons hydrogene dans l|’élastine,
comme dans un polymere synthétique classique [43].

Les propriétés thermiques des collagenes fibrillaires sont le reflet de leur structure : il n’est
pas détecté de transition vitreuse, associée a la phase amorphe, par calorimétrie. En
revanche, |'existence d'un phénoméne de dénaturation pour les collagénes fibrillaires est a
relier a l'existence de structures secondaires continues, et les parametres de dénaturation
peuvent étre utilisés pour vérifier l'intégrité du collagéne et pour évaluer sa stabilité
thermique [258]. LUACD est ainsi particulierement bien adaptée pour évaluer la stabilité
thermique de collagénes purifiés en solution ou sous leur forme agrégée [261], ou
directement dans les tissus natifs [257,261-268] et biomatériaux [257,263,264]. Elle a été
appliquée avec succes pour caractériser le collagéne a la fois dans le derme animal [269-271]
ou humain [272-274]. L'évolution des transitions thermiques du collagene de peau de rats
[271] en fonction de l'age a montré la capacité de cette technique pour extraire des
marqueurs du vieillissement intrinseque. Cependant, peu de données thermiques sont
disponibles sur le derme humain, en dépit de la capacité de la technique ACD a mettre en
évidence I'évolution des principales protéines du derme sous facteurs physiques ou

pathologiques, tels que l'altération du collagene dans le derme humain irradié [274], une
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stabilité accrue de collagéne avec la glycation induite par le diabéte [269] ou la modification

du collagene I/1ll dans les cicatrices et chéloides [275].

llI.A.3. Comportement diélectrique

Parmi les techniques diélectriques, une littérature abondante [276—279] montre clairement
que la spectroscopie diélectrique dynamique (SDD) fournit des informations directes sur la
dynamique orientationnelle des dipéles moléculaires, tels que le moment dipolaire complet
des protéines ou les dipbles des groupes latéraux polaires ou des groupes peptidiques ; I'eau
possédant une permittivité diélectrique importante et une forte dispersion dans certaines
gammes de fréquence, sa signature diélectrique qui évolue suivant ses états est aussi trés
étudiée [277,280].Les contributions basse fréquence (typiquement autour et en dessous de
10MHz) sont essentiellement causées par les protéines tandis que les contributions haute
fréquence résultent de 'orientation des molécules d’eau [277]. La relaxation associée a I'eau
« en masse », appelée aussi « eau libre » est généralement observée entre 20 et 10 GHz [281]
alors que la relaxation associée a I'eau liée aux protéines est généralement observée autour
de 100 MHz [282-285].

D’un point de vue diélectrique, la peau peut étre assimilée a un matériau hétérogéne
multicouche contenant des composants dispersifs ou pas selon la gamme de fréquence
considérée [286].

Ainsi une instrumentation non invasive utilisant le principe de réflectométrie a haute
fréquence [287,288], a été développée pour déterminer in vivo I'hydratation des différentes
couches de la peau via la mesure de sa permittivité diélectrique, et a permis dans certains
cas de conclure a une modification des propriétés diélectriques de la peau ou du derme avec
Iirradiation en radiothérapie [287,289], avec les brilures [290] ou avec le pourcentage de
glucose [291]. Dans la gamme des tres hautes fréquences (>75 GHz), une modélisation
diélectrique fine des différents compartiments (SC, épiderme, derme) de la peau a été
effectuée par Feldman et al. [286]; couplés a des mesures in vivo, ces résultats ont montré
gue dans cette gamme de fréquence la bioimpédance de la peau dépendait essentiellement
de I'état du systeme de transpiration.

A plus basse fréquence, les appareils commerciaux comme le cornéometre utilisent la
différence de permittivité de I'eau et des autres composants, pour estimer I’hydratation du

SC in vivo via une mesure de capacité [292].

Dans la gamme des plus basses fréquences (<10MHz), la spectroscopie diélectrique

dynamique permet d’explorer les différentes échelles de mobilité moléculaire des protéines
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de la MEC, de méme que l'analyse mécanique dynamique, avec une échelle de fréquence
accessible est plus importante. Compte-tenu de la technologie utilisée, dans ce cas les
mesures sont effectuées essentiellement in vitro. Initiées par Bone, Pethig et Maeda
[43,293,294]I'é¢tude du collagene sous différentes conditions d’hydratation a permis de
révéler ses modes de relaxation secondaires localisés et ses modes de relaxation principaux,
et d’associer cette dynamique particuliére a sa structure et son réseau de liaisons hydrogéne
[43,295,296]. La comparaison avec les relaxations diélectriques de polyamides et protéines
en hélice a (kératine) [297] ainsi que les relaxations mécaniques de collagenes [298] ont
permis d'associer sans ambiguité la relaxation principale du collagéne observée en
spectroscopie diélectrique a la manifestation diélectrique de la transition vitreuse,
indétectable en calorimétrie diatherme. La spectroscopie diélectrique a aussi montré sa
capacité a suivre le phénomene de dénaturation du collagéne [270]. Dans le cas de I'élastine,
les relaxations dipolaires localisées et délocalisées ont aussi pu étre mises en évidence par
spectroscopie diélectrique [43,295,296,299], avec en particulier la signature diélectrique de
la transition vitreuse de cette protéine amorphe. Le réle crucial joué par I'eau dans la
fonctionnalité de I'élastine a aussi été examiné avec attention, et il a été vérifié que les
mouvements localisés de I'élastine (échelle nanométrique), indécelables par calorimétrie,
sont asservis par la dynamique locale de I'eau de la couche d’hydratation [44,253], comme

c’est le cas pour les protéines globulaires.

Enfin, la technique des courants thermostimulés a été particulierement développée au sein
de I'équipe de Physique des Polymeéres pour I'étude des protéines de la MEC, d’analogues
polypeptidiques et des tissus biologiques [41-45,104]. De trés basse fréquence équivalente
(%103 Hz), elle permet une haute résolution des phénomeénes de relaxation avec un
découplage des phénomeénes de conductivité parasites, dans une zone en température tres
éloignée des phénomeénes de dégradation. Elle a permis en particulier de suivre I'évolution
de la mobilité moléculaire de collagene extrait de peaux de rats lors du vieillissement [41,42]
et d’évaluer les effets d’un traitement par le tocophérol [42]ou les effets d’un rayonnement
ionisant [42]. La décroissance des interactions eau/collagéne au cours du vieillissement[300]
est mise en évidence par cette technique diélectrique.

La restriction de la propagation coopérative a la transition vitreuse lors du clivage
protéolytique de I'élastine native a pu étre évaluée, amenant a une détection de I'effet de
différentes élastases sur le réseau d’élastine dés les tres faibles taux d'élastolyse [301].

Il est important de noter que cette technique a été employée avec succes pour suivre la
mobilité moléculaire de I'élastine et du collagene dans leur contexte tissulaire (en particulier

dans les tissus cardiovasculaires ou les tissus modeles riche en collagene comme le tendon
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ou riche en élastine comme le ligament) [43,44]. Elle a permis de mettre en évidence les
dynamiques moléculaires spécifiques a chacune des protéines et celles résultant de leur
couplage, permettant de préciser plus finement I'évolution de la phase amorphe avec les
facteurs pathologiques ou chimiques [302,303], ou encore de sonder les perturbations de

I'environnement local avec ces mémes facteurs.

11l.B. Analyses physicochimiques

Les spectroscopies Infra-Rouge et Raman sont parmi les techniques les plus utilisées dans les
sciences naturelles. Ceci est di au fait que la spectroscopie vibratoire peut étre appliquée
pour des échantillons de faible masse que les mesures sont rapides, de l'ordre de la minute
[304].

Si les spectres de diffusion Raman fournissent des informations similaires a celles obtenues
par les spectres d'absorption Infra-Rouge, ces deux techniques vibratoires présentent des
avantages et des inconvénients caractéristiques dans les applications biomédicales en raison
de leurs différents mécanismes et régles de sélection. Dans le cas de la peau, les mesures
Infra-Rouge in vivo sont exclusivement menées sur le stratum corneum, alors qu’il est
possible de sonder le derme in vivo avec la spectroscopie Raman.

Dans le cas de la spectroscopie Infra-Rouge, l'inconvénient majeur est associé a l'eau
contenue dans les tissus biologiques. En effet I'eau possede un mode d’absorption tres
intense autour de 1640 cm™, dans la zone spectrale d’intérét des protéines [305,306].Des
traitements mathématiques de sur-résolution des spectres doivent alors étre utilisés. Dans le
cas de la spectroscopie Raman, I'eau est un inconvénient plus mineur.

Dans le cas de la spectroscopie Raman, le principal inconvénient provient de la possible

dénaturation thermique de I'échantillon biologique lors de I'irradiation laser [307].

IIl.B.1. Caractérisation de la MEC et des protéines par spectroscopie Infra-Rouge a

transformée de Fourier (IRTF)

Les techniques de spectroscopie IRTF sont relativement simples a mettre en oeuvre,
reproductibles et non destructives pour les tissus biologiques [308,309]. Ces techniques
fournissent des informations a I'échelle moléculaire permettant d'étudier les groupes
fonctionnels, les types de liaison et les conformations moléculaires [310,311] a l'origine des
différentes structures secondaires des protéines, ainsi que I'influence de I'environnement.

Un large éventail de tissus biologiques et de protéines a été étudié par IRTF. Ces études

incluent la peau, majoritairement le stratum corneum [312-321] mais aussi le derme
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[322,323], les fibroblastes [324,325], les tissus cardio-vasculaires [326—331], les collagénes
[332—-339], I'élastine [107,340,341], les GAGs [342-345] et les lipoprotéines [346—348].
L'utilisation des spectroscopies Infra-Rouge améene des informations complémentaires sur la
signature de chacun des composants dans la MEC, sur leur proportion et sur la nature des
différentes structures secondaires des protéines dans les tissus [271,310,326,349], ainsi que

sur leur hydratation [313].

Nous avons compilé dans le tableau suivant les principales données reportées dans la
littérature pour quantifier les différents composés de la MEC et qui pourront étre utilisés

dans notre étude.

Aire et rapports d’aire

Bande/Zone

Référence

Lipides/protéines

Uas(CHZ)"‘Us(CHz)/amide I+ 11

Lipides insaturés

U(=CH)/uas(CH2)+us(CH2)

Lipides branchés

Uas(CH3)/ Uas(CH2)+us(CH2)

Staniszewska

/protéines (1700-1600 cm™)

, - [271]
Désordre des chaines
g Uas(CH2)/us(CHa)
lipidiques
o 5 Lipides (3000-2800 cm™?)
Lipides/protéines Wang [350]

1338 cm’?
. 1284 cm™ Gough [330]
Collagéne ]
1240 cm™ Liu [351]
1204 cm?
Protéines (1583-1477 cm™)
Lipides (1477-1350 cm™) Zohdi [331]
Carbohydrates (1060-1000 cm™?)

Tableau 8 : principales données de la littérature pour quantifier les différents composés de la MEC

Récemment, Eklouh-Molinier et al. [323] ont montré que les PGs pourraient affecter non
seulement la structure mais aussi |'orientation des fibres de collagéne dans la peau jeune.
Avec I'age, I'interaction PG-collagéne est altérée et conduit par conséquent a une diminution
de I'hydratation des fibres de collagéne. lls ont également mis en évidence de facon
guantitative la diminution du compartiment dermique papillaire avec le vieillissement
intrinseque.

Miyamae et al. [322] mettent en évidence par spectroscopie dans le proche Infra-Rouge une

réduction de la quantité totale de protéines avec le photovieillissement; des marqueurs
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guantitatifs permettent de suivre leur altération dans ce cas. Cependant, le lien avec

I’hydratation n’a pas été montré.

111.B.2. Caractérisation de la MEC et des protéines par spectroscopie Raman

La spectroscopie Raman est une technique de mesure récente utilisée pour étudier les
matériaux biologiques, y compris les tissus humains [352]. L'indexation spectrale fournit des
informations sur la structure a I'échelle moléculaire et permet de quantifier des
modifications tissulaires dues aux différents processus biologiques [353]. La technique est
considérée comme non invasive et peut étre utilisée pour des mesures in vivo et/ou in vitro
[354,355]. De nombreux tissus biologiques ont déja été étudiés par la spectroscopie Raman,

et en particulier la peau [356—-361].

Barry et al. [314] ont combiné les spectroscopies IRTF et Raman pour analyser le stratum
corneum, mettant en évidence plusieurs avantages de la spectroscopie Raman par rapport a
la spectroscopie IRTF. La nature moléculaire et conformationnelle de la peau humaine, et les
modifications induites par des traitements médicamenteux ou chimiques, peuvent étre
évaluées par spectroscopie Raman.

Gniadecka et al. ont montré que la quantité totale d'eau dans la peau photo-exposée était
plus élevée que dans la peau photo-protégée d'environ 30% [362]. IIs ont aussi relevé que les
interactions eau—protéines étaient plus faibles dans la peau photo-exposée ou agée. La
présence d'eau non liée aux protéines est mise en évidence dans la peau par une
augmentation de la bande a 180 cm™ dans le spectre Raman [363] du derme photo-exposé.
Des mesures de spectroscopie Raman sur le collagene et le derme porcin en atmosphere
humide [364] ont montré que la stabilisation du collagéne est assurée par les liaisons
hydrogéne entre les groupes carbonyle des résidus proline et hydroxyproline et les molécules
d'eau. Il est possible de déterminer la teneur en eau liée au collagéne par la bande a
938 cm™.

Nakagawa et al. [365] ont sondé des couches plus profondes de la peau (175 um) chez
I’lhumain in vivo. Par cette méthode, ils ont observé que la teneur en eau totale de la peau
augmente généralement avec |'age; des variations importantes au cours de la journée sont

aussi observées pour un méme individu.
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Chapitre Il. Choix et apport des techniques pour la caractérisation

biophysique de la peau humaine - validation des protocoles

I. Adaptation des techniques pour I'étude des biopsies cutanées hydratées et lyophilisées —

obtention des signatures vibrationnelles, thermiques et diélectriques de la peau

Si les biopsies cutanées sont utilisées en routine pour des mesures histologiques in vitro, peu
d’études biophysiques ont été entreprises jusqu’a présent sur de tels échantillons. Le premier
objectif de ce travail de thése est ainsi de valider |'utilisation combinée des techniques IRTF,
ACD et CTS pour obtenir des données reproductibles a partir de ces échantillons de faible

taille et pour établir un protocole de routine afin d’étudier un grand nombre d’échantillons.
I.A. Explants de peau abdominale

Les explants de peau abdominale (surface moyenne de 0,5 cm?) sont prélevés chez des
patientes de type Caucasien respectivement agées de 43, 46 et 64 ans opérées pour une
abdominoplastie. Ces échantillons sont fournis par la société Biopredic. Apres ringage dans
une solution de PBS (tampon phosphate salin) et retrait de I’hypoderme, ces explants sont
cryoconservés a -80°C aux laboratoires Pierre Fabre. lIs sont ensuite transférés au CIRIMAT et
conservés a -20°C. L'équipe de Bujan et al. ayant montré que la proportion de cellules
endommagées était plus faible dans les tissus biologiques (tissus cardiovasculaires en
particulier) cryoconservés et décongelés progressivement par rapport aux échantillons
décongelés rapidement [366,367], nous avons procédé a une décongélation par paliers des
explants, a savoir :

- un palier a 5°C pendant 24h,

- Un palier a 20°C pendant 10 min.
5 a 8 biopsies de 4 mm de diamétre sont prélevées a partir de ces explants a I'aide d’un
punch a biopsie comme illustré dans les figures suivantes. Ces biopsies seront analysées a

I’état hydraté ou apres une lyophilisation de 60 min.
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Figure 23 : préléevement de biopsies a l'aide du punch a biopsie cutanée

Figure 24 : explant de peau et du prélevement de la biopsie (la prise s’est faite au laboratoire PF)

Les valeurs quantitatives sont indiquées par la moyenne accompagnée de l'erreur standard.
En statistique, nous avons pratiqué l'analyse unidirectionnelle de la variance (one-way
ANOVA) pour comparer les moyennes des échantillons. La valeur « p » a également été
utilisée pour déterminer la différence significative entre les groupes. Le seuil de significativité

a été choisi pour les valeurs de p<0,05.

I.B. Réponse vibrationnelle du derme humain par spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier (IRTF)

En spectroscopie IRTF en mode ATR (Réflexion totale atténuée), les tissus biologiques
peuvent étre analysés directement sans aucune autre préparation préalable, ce qui
représente un avantage indéniable par rapport aux autres modes de mesure. Cette
technique est largement utilisée pour étudier in vivo ou in vitro la couche externe de la peau
humaine, a savoir la couche cornée [312,316—321], mais peu de données sont disponibles
sur le derme, ce qui justifie cette étude.
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onde évanescente

Echantillon dp $ § . 1,

cristal

n2 /

I source

Figure 25 : fonctionnement de l'appareil IRTF-ATR

Le spectrometre utilisé est un Nicolet 5700 IRTF (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, MA)
équipé d’'un module ATR avec un diviseur de faisceau KBr et un détecteur MCT/B. Les
échantillons sont directement déposés sur l'accessoire ATR (Smart Orbit équipé d’un cristal
de diamant de type lIA, d’indice de réfraction 2,4). lls peuvent étre recouverts d’'une capsule

hermétique avec un joint de silicone spécialement congue au laboratoire (cf. Figure 26).

Figure 26 : capsule hermétique

Dans le cas de la réflexion totale atténuée, la profondeur de pénétration dp de l'onde

évanescente peut étre estimée grace a la formule suivante [312] :

-1

dp = I 2ﬂvn1J(sin29 — n%l)l (1)

Avec nil’indice du cristal ATR, n;l'indice du milieu, vla longueur d’onde et 0 l'angle

d’incidence.
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En considérant que l'indice de réfraction des biopsies hydratées est approximativement
n2~1,333, que la radiation incidente v s’étend de 4000 a 400 cm™ et que 0 vaut 45°, on peut
déduire que la profondeur de pénétration de lI'onde dans les biopsies (et donc I'épaisseur

explorée) est comprise entre 0,36 et 3,63um.

Pour 'ensemble des analyses, 80 spectres sont accumulés dans la région 4000—450 cm™ avec
une résolution spectrale de 1 cm™. Les données spectrales sont traitées grace au logiciel
Omnic 8.0 (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham, MA).

Le spectre de fond est enregistré avant chaque expérience et soustrait du spectre de
I’échantillon. Les spectres sont ensuite corrigés de la ligne de base. Pour chaque type

d’explant, plusieurs spectres sont enregistrés un spectre moyenné est calculé.
I.B.1. Controle de I’hydratation du derme humain

Dans un premier temps les biopsies de peau abdominale hydratées ont été déposées face
derme sur I'accessoire ATR sans capsule de protection. Sur la figure suivante sont présentés
les spectres IRTF non normalisés enregistrés toutes les 2 minutes sur une méme biopsie dans
la zone [4000-450 cm™].Compte-tenu de la profondeur de pénétration de 'onde évanescente,
nous sondons dans ce cas le derme réticulaire. Le spectre de I'eau déionisée a été superposé

pour comparaison.

20 T
Intervalle de 2 min entre chaque spectre !
1
1
vO-H de l'eau )
I
15 F R - - -eau déionisée 1
[ \ 1
1 | )
1 1
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1 1
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< ' 1
. ! 80-H de l'eau '
1
1
\}
0.5
0.0 . : .
4000 3000 2000 1000

nombre d'onde (cm'1)

Figure 27 : spectres IRTF d’une biopsie hydratée de peau abdominale face derme en fonction du temps (de t=0 g

t=24 min) et spectre de 'eau déionisée
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Il est important de noter que I'eau, méme si elle est présente en quantité importante dans la
biopsie, n’entraine pas de phénoméne de saturation des bandes comme c’est communément
observé en mode transmission. Méme si les bandes principales d’absorption de I'eau
(indexées sur la Figure 27 [305]) présentent une forte signature sur le spectre du derme
humain, elles ne masquent pas I'ensemble de la signature du derme, en particulier dans la
zone [1800-1000 cm™], ou les bandes caractéristiques des protéines (Amide I, Amide Il et
Amide lll) sont observables comme présentées (agrandissement Figure 28).Pour la suite de
I'étude, nous présenterons principalement les zones d'intérét [4000-2500 cm™] et

[1800-1000cm™].

1.0

- — = eaupure

Abs

1750 1500 1250 1000

nombre d'onde (cm™)

Figure 28 : agrandissement de la Figure 27 dans la zone [1800-1400 cm™]

Cet agrandissement de la zone [1800-1000 cm™] met en évidence une variation importante
de l'absorbance au cours du temps, associée a la déshydratation progressive de la biopsie
hydratée sous les conditions ambiantes.

Les mémes enregistrements ont été effectués dans le cas ou les biopsies sont recouvertes

par la capsule hermétique et sont présentés sur les figures ci-aprés.
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Figure 29 : évolution des spectres IRTF d’une biopsie hydratée de peau abdominale face derme en fonction du

temps (de t=0 & t=24 min) avec la capsule hermétique dans la zone [4000-2500 cm™]
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Figure 30 : évolution des spectres IRTF d’une biopsie hydratée de peau abdominale face derme en fonction du

temps (de t=0 & t=24 min) avec la capsule hermétique dans la zone [1800-1000 cm™]

Comme nous pouvons le constater, les spectres IRTF enregistrés dans ce cas ne varient plus
en fonction du temps ; la capsule permet de maintenir constant le taux d’hydratation de la

biopsie.
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1.B.2. Influence de I’hydratation sur la réponse vibrationnelle du derme humain

Afin d’évaluer l'influence de l'eau sur la réponse vibrationnelle du derme, nous avons
enregistré avec les mémes parametres d’acquisition le spectre IRTF du derme humain
lyophilisé et I'avons comparé au spectre du derme hydraté et a celui de I'eau déionisée sur
les Figure 31 et Figure 32.Pour une meilleure comparaison, il a été nécessaire de normaliser
les spectres ; 'amide | contenant des contributions de la vibration O-H de I'eau, nous avons
choisi de normaliser les spectres a I'amide 1l [308,368].

20

biopsie hydratée= = eau pure='= -biopsie lyophilisée

Amide A v O-H d'eau

Abs
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0.5 F

4000 3000

nombre d'onde (cm”)

Figure 31 : spectres IRTF du derme hydraté et lyophilisé (peau abdominale) et de I'eau déionisée zone

[4000-2800 cm™]
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Figure 32: spectres IRTF du derme hydraté et lyophilisé (peau abdominale) et de I'eau déionisée [1800-900 cm™]
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Les différences les plus importantes entre les spectres du derme hydraté et lyophilisé sont
localisées dans la région [3500-2800 cm™]; en effet dans ce cas la bande d’absorption
classiquement dénommée amide A ainsi que les bandes d’absorption associées aux
vibrations d’élongation des groupes (CH)x sont partiellement masquées, dans le spectre du
derme hydraté, par |'élongation v(OH) de l'eau pure. Ces bandes restent néanmoins

décelables.

Dans la zone [1800-1000 cm™], comme nous I'avions précédemment remarqué, la signature
de l'eau ne masque pas la signature vibrationnelle du derme hydraté; nous pouvons
maintenant confirmer que la signature du derme hydraté dans cette zone est proche de celle
du derme lyophilisé et qu’elle est exploitable que cette derniére pour les études qui vont
suivre. Il est bien évident que la bande a 1637 cm™ du derme hydraté est une bande
composite amide I-eau et c’est la raison pour laquelle les spectres ne sont pas normalisés a

cette bande, dont I'intensité varie en fonction de I'hydratation.

I.B.3. Assignation des bandes d’absorption du derme humain hydraté

Nous avons reporté sur les figures suivantes les spectres moyennés représentatifs des
biopsies d’explants abdominaux hydratés dans les zones [4000-2800 cm™] et [1800-900 cm].
Afin de faciliter I'indexation des différentes bandes de vibration, nous avons aussi reporté le
spectre IRTF du collagéne de type | (purifié a partir de tendon d’Achille bovin, Sigma Aldrich)
et réhydraté a 70%, de triglycérides (TG) (purifiés a partir de sang humain provenant de
donneurs sains et gracieusement fournis par le Centre de Recherche Cardiovasculaire de
Barcelone) et de I'acide hyaluronique (purifiée a partir d’humeur vitreuse bovine, Alfa Aesar).
Les tableaux d’indexation des principales bandes d’absorption du collagene de type |, de

I'acide hyaluronique et des triglycérides sont reportés en annexe A.
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Figure 33 : spectres IRTF du derme, du collagéne de type I, de I’HA et des TG dans la zone [4000-2800 cm™]
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Figure 34: spectres IRTF du derme, du collagéne de type I, de I’HA et des TG dans la zone [1800-900 cm™]

Les bandes d’absorption du derme sont identifiées par I'utilisation des données IRTF sur les
peptides, les protéines [349,369-372] et les tissus biologiques [271,329,331,334,336,351],
avec une attention marquée sur les données bibliographiques associées aux collagénes
[332,335—-339] et au derme[322,323].

Le tableau suivant présente l'indexation la plus probable pour les différentes bandes

d’absorption du derme abdominal.
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Position de la

Indexation
bande/cm
Amide A : v(O-H) libre, v(O-H) lié, v(N-H) libre et v(N-H) lié
3375-3289 Non sensible au squelette carboné; dépendant liaisons H (inter et
intramoléculaires), de I'hydratation
3073 v(CH) aromatique
3011 v(=CH) lipides insaturées, triglycérides, acides gras

Vas(CH?,), Vas(CHZ), Vs(CH?,), Vs(CHZ)

(Gly, Pro, Hyp, Ala) des protéines + phospholipides, triglycérides
2957, 2924, 2873, 2852

vs(CH3) principalement représentatif des protéines

vas(CH2) and vs(CHa) principalement représentatif des lipides

1744 v(C=0) triglycérides, esters de cholestérol, phospholipides
1694-1630 Amide | : v(C=0) protéines et 5(0-H) eau

1558-1542 Amide Il : v(C-N), & (N-H) protéines

1520, 1515, 1507 Chaines latérales (Tyrosine, Phénylalanine)

1452 O(CH3, CHs) protéine et lipides

1401-1393 vs(COO-) acides aminés libres, acides gras, (GAG)s

1338 dw(CH2) des chaines latérales (proline), spécifique collagene
1320-1202 Amide I : 3pjan (N-H) et v(C-N) de protéines

1282 cm™ : §(CH3) spécifique collagéne
1205 cm™ : §(C-OH) Tyrosine (spécifique collagéne)

1246-1235 vas(PO2) des phospholipides, acides nucléiques
1250-1210 vas(SO37) des (GAG)s sulfatés
1167-1156 vas(CO-0-C) des esters de cholestérol, phospholipides

v(C-0), v(C-C), v(C-OH), v(C-0-C) des protéines, oligosaccharides, glycolipides
1171 cm™: v,5(CO-0-C) des esters de cholestérol, phospholipides
1159 cm™: v(C-OH) Hyp et acides nucléiques

1200-1000 1115 cm™ : v(C-O) carbohydrates
1081 cm™: v(C-O-C) collageéne, oligosaccharides, glycolipides,
protéoglycanes, and vs(PO’) acides nucléiques et phospholipides

1032 cm™: vs(CO-0-C) collagéne et (GAG)s, vs(SO37) (GAG)s

Tableau 9 : indexation la plus probable des bandes d’absorption IR dans le derme réticulaire abdominal

Dans la zone [1900-800 cm™], les bandes d’absorption du derme sont trés proches des
bandes d’absorption du collagene de type | : le coefficient de corrélation entre les spectres
du collagéne de type | et le derme est supérieur a 0,95 dans cette zone.

En particulier, la signature du collagéne dans la région “empreinte digitale” (le triplet

spécifique a 1204, 1238 and 1280 cm™[271,350] ainsi que la bande spécifique de la proline a
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1338 cm™) [271,373] se retrouvent dans le spectre du derme.

La trés faible absorption dans la zone 1740-1720 cm™, qui correspond a l'absorption
spécifique d’élongation des groupes carbonyle de la liaison ester des lipides (phospholipides,
des triglycérides insaturés et des esters de cholestérol esters [374,375])) confirme la bonne

extraction manuelle de I'hypoderme dans ces échantillons de derme abdominal.
1.B.4. Sur-résolution des spectres du derme humain par dérivée seconde et FSD

Sur les spectres IRTF du derme humain, seules les bandes d’intensités maximales trés nettes
peuvent étre identifiées, alors que les nombreux épaulements ne peuvent pas étre
facilement différenciés. Il est fréquent que des bandes d’absorption trés proches constitue
une seule bande composite ; c’est le cas pour les bandes amide |, Il et Ill de la majorité des
protéines et tissus.

Comme illustré par la figure suivante, les spectres de dérivée seconde permettent d’extraire
des informations « cachées » dans le spectre d’absorption. Ce traitement des spectres est
largement utilisé dans le cas de tissus biologiques [371,376], permettant une comparaison
plus fine des différents échantillons. Il a aussi I'avantage de s’affranchir des dérives de ligne

de base.

Ly

I

AN Spectre { absorption )

__ ] J Dérivée premiére

Dérivée seconde

a

Figure 35 : spectre IRTF et ses dérivées premieére et seconde

Dans notre étude la dérivée seconde est déterminée par la méthode de Savitsky-Golayen 7
points [377].

La méthode d’auto-déconvolution de Fourier (FSD) compléte la méthode de la dérivée
seconde en apportant une confirmation supplémentaire sur la position des bandes
d’absorption détectées en tant que minima sur les dérivées secondes des spectres. De plus,
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cette méthode de sur-résolution est non seulement qualitative mais aussi quantitative [378].
Lobjectif de la FSD est d'améliorer la résolution spectrale par une réduction de la largeur des
bandes, tout en conservant la fréquence et l'intensité intégrée de chaque bande. La figure

ci-dessous illustre un exemple simulé de FSD.

107 Original spectrum

0.5+

SN

1.0 TFSD result

Absorbance

05-

Absorbance

0.0

3000 2950 2900 2850
Wavenumbers (cm-1)

Figure 36 : spectres IRTF initial et FSD calculée par le logiciel OMNIC

Pour optimiser la sur-résolution FSD et conformément a la littérature [379,380], le parameétre
« largeur de bande » a été fixé 3 13 cm™ et le paramétre « Amélioration » a 1,7.

Nous avons utilisé ces traitements de sur-résolution pour extraire des informations
supplémentaires de la réponse vibrationnelle du derme, en particulier dans la zone

d’absorption amide I/amide II.

Nous avons reporté sur la Figure 37 le spectre IRTF d’un échantillon de derme abdominal,
ainsi que sa dérivée seconde et son traitement FSD dans la zone amide I/1l. Nous mettons en
évidence la sur-résolution des spectres dans cette zone particulierement sensible a la

structure secondaire des protéines [381].
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Figure 37 : spectre IRTF d’une biopsie de derme abdominal et son traitement par FSD et par dérivée seconde

dans la zone amide I/amide Il

Une étude de reproductibilité (cf. annexe B, Figure 2) a permis de vérifier que les différents
minima détectés dans cette zone sur les spectres de dérivée seconde sont localisés a des
nombres d’onde identiques dans les spectres des différents échantillons de derme
abdominal et ne peuvent donc étre considérés comme des artefacts.

Nous avons superposé sur la Figure 38 les spectres moyens de dérivée seconde du derme et

du collagéne de type | hydraté.
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Figure 38 : dérivées secondes (moyennées) des spectres IRTF des biopsies de derme abdominal et du collagene

de type | hydraté a 65%

La forte corrélation entre ces spectres confirme que la signature vibrationnelle du derme
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dans cette zone est principalement associée a celle du collagéne.

Les différents minima des spectres de dérivée seconde sont comparés aux différents
maxima/épaulements des spectres FSD du derme abdominal dans la zone des amides | et |l
et sont reportés dans le Tableau 10. Comme on peut l'observer, les positions des minima et
des maxima sont quasi-identiques, confirmant l'utilisation conjointe de ces 2 types de

traitements pour améliorer la résolution des spectres IRTF du derme.

Minima Maxima/épaulements
Indexation
Dérivées secondes FSD

1694 1689 feuillets B anti-paralleles
1682 1682 feuillets 3 anti-paralléles et tours 3
1667 1666 tours, boucles non liées par liaison H
1659 1660 hélices a

Amide | 1651 1652 hélices et/ou désordre

1640-1636 1636 eau
1627 1627 feuillets 3 intramoléculaires
feuillets Bintermoléculaires
1618 1618
(signature des protéines agrégées)

1609 1608 GIn[349]
1576 1574 Asp, Trp
1555 1556 Feuillets 3

Amide Il 1543 1542 hélices a
1534 1534 désordre
1527 1527 Lys
1510 1509 Phe, Tyr[338]

Tableau 10 : position des sous-modes dans la zone [1700-1500 cm™] par sur-résolution FSD et dérivée seconde

Une comparaison avec les données de la littérature [271,326,332,337,338,340,349,369] (cf.
tableau 4 annexe B) nous permet donc de suggérer les assignations reportées dans le tableau
précédent pour les différentes composantes vibrationnelles du derme abdominal dans la

zone de I'amide I.
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En accord avec les études antérieures réalisées sur des tissus cardiovasculaires, la bande
spectrale a 1659 cm™ attribuée aux structures en hélice o est particulierement
représentative de la structure quasi-exclusive hélicoidale du collagéne [337].

En ce qui concerne I'amide Il, méme si I'association a une structure secondaire particuliere
est en général moins évidente que pour I'amide | dans les tissus complexes [326], en
particulier a cause de I'interférence avec les bandes d’absorption des chaines latérales, nous
retrouvons les principaux minima a 1555, 1543, and 1534 cm™ 3 la fois dans le derme et le
collagéne de type .

Dans un large panel de tissus, les bandes de vibration autour de 1550 cm™ sont
généralement attribuées aux conformations en feuillets B et les bandes de la région
1546-1540 cm™ sont associées aux conformations hélicoidales [271]. Dans le collagéne pur
lyophilisé, une bande a 1549 cm™ est associée a la structure en triple hélice tandis qu’une
bande a plus bas nombre d’onde (1530 cm?) correspondrait aux zones désordonnées [338].
L'utilisation de la dérivée seconde et de la FSD permet aussi une meilleure résolution des
bandes d’absorption des chaines latérales, indexées grace aux références de la littérature

dans le tableau précédent.

Les études de sur-résolution dans la zone de I'amide Il (zone [1350-1200 cm™]) sont
relativement restreintes en raison de la faible intensité de ce mode. Les composantes du
mode amide Ill sont principalement dues a la combinaison en phase des vibrations(N-H) dans
le plan et I'étirement de (C-N) [382] , et sont donc sensibles aux changements de structure
secondaire des protéines. Comme les bandes de vibration de I'eau n’interférent pas dans
cette zone et que l'on peut s’affranchir des contributions des chaines latérales, la
décomposition de I'amide Il peut ainsi étre utilisée pour la prédiction des structures

secondaires [383-385] dans les protéines pures.

Nous avons reporté sur la Figure 39 le spectre IRTF d’un échantillon de derme abdominal,

ainsi que sa dérivée seconde et son traitement FSD.
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Figure 39 : spectre IRTF d’une biopsie de derme abdominal et son traitement par FSD et par dérivée seconde

dans la zone amide Ill

Nous notons que les positions des minima de dérivés secondes et les maxima de FSD sont
guasi-identiques dans ce cas aussi. En revanche, I'assignation a des structures secondaires
dans cette zone est beaucoup plus délicate que dans la zone amide | et Il, car il existe des
interférences importantes avec les bandes de vibration d’autres constituants du derme tels

que les phospholipides, les GAGs, etc (cf. Tableau 9).

Nous avons enfin utilisé les spectres de dérivés secondes du derme dans la zone
caractéristique des vibrations d’élongation CHx (Figure 40); pour discriminer entre la réponse
de la phase lipidique (particulierement riche en CH, et CHs dans une moindre mesure) et du
collagene, qui contient des résidus riches en CHsz et CH3, nous avons superposé sur cette

figure les spectres de dérivés secondes de ces deux types de composés.
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Figure 40 : dérivés secondes de différents constituants dans la zone (CHx)

Nous notons que les minima d’absorption du collagéne et de la phase lipidique se situent aux
mémes nombres d’onde, avec une intensité beaucoup plus importante pour la phase
lipidique dans cette zone ; seule une bande supplémentaire est notée a 2894 cm™ dans la
phase lipidique.

Dans le derme abdominal sont observés les maxima d’absorbance détectés aux mémes
nombres d’'onde que dans le collagéne et la phase lipidique ; une bande spécifique de la

phase lipidique a 2894 cm™ non détectable dans le collagéne pur est aussi décelable.

I.C. Déshydratation et dégradation du derme abdominal déterminées par Analyse

Thermogravimétrique couplée a la spectrométrie Infra-Rouge (ATG/IRTF)

Le principe de I'ATG est de mesurer la perte de masse d’un échantillon lors d’'un programme
en température sous atmospheére contrélée. Les analyses sont effectuées avec un analyseur
thermogravimétrique Q50 (Thermal Analysis Instrument), de sensibilité 0,1 ug en masse et
de 0,1 °C en température sous atmospheére inerte (azote), pour des échantillons de masse
initiale comprise entre 5 et 15 mg et placés dans des coupelles en alumine. Les échantillons
sont soumis a une rampe linéaire en température depuis 20°C jusqu’a 600°C a 10°C/min.

Les thermogrammes de perte de masse sont en général présentés en pourcentage de perte
de masse ; il est souvent utile de superposer aussi a ces thermogrammes ATG les courbes
dérivées en fonction de la température (DTG) sur lesquelles les différentes étapes de perte

de masse sont détectées sous forme de minima.
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Il est possible d’identifier les effluents émis lors de la dégradation thermique de I'échantillon
par un couplage au spectrométre Nicolet 5700 IRTF en mode transmission. Pour ce faire une
ligne de transfert est maintenue a une température de225°C et la cellule d'analyse des gaz a
250°C pour éviter la condensation. LUATG couplée IRTF permet de déterminer I’hydratation de

I’échantillon, sa stabilité thermique et ses différentes étapes de dégradation.

La stabilité thermique de la peau humaine a été préalablement déterminée par ATG couplée
IRTF sur un explant de peau abdominale de 21,1mg, masse nécessaire pour effectuer une
analyse IRTF des effluents. Sur la Figure 41 sont reportés les thermogrammes ATG et DTG de

cet explant, qui mettent en évidence plusieurs processus de perte de masse.

100 0.7

= = = dérivée de la perte de masse ]
= % de masse - 0.6

66,26% 91,37% GT)'

masse (%)

40 100 200 300 400 500 600
Température (°C)

Figure 41 : thermogrammes ATG/DTG d’explant de peau abdominale

Au-dessous de 100°C, la perte de masse correspond uniquement a une déshydratation de
I'échantillon associée a I'évaporation de I'eau libre et faiblement liée (confirmée par I'analyse
IRTF des effluents, présentée dans la Figure 3 de I'annexe B). Entre 100 et 180°C, la perte de
masse correspond a la perte d’eau plus fortement liée au derme. La perte de masse due a la
déshydratation totale est de 66,3%.

A partir de 180°C, le spectre IRTF des effluents (Figure 4, annexe B) ne correspond plus a
celui de la vapeur d’eau, et des bandes d’absorption des chaines carbonées aliphatiques
commencent a étre détectées, signe de la dégradation de la phase lipidique.

A partir de 225°C, débutent les phénomenes de dégradation de la phase protéique
(désamination et décarboxylation).
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La derniére perte en masse s’étend entre 225°C et 600°C et correspond a la dégradation
totale de la phase protéique par décarboxylation (présence de CO; sur le spectre IRTF des
effluents, Figure 5 de I'annexe B) et désamination (présence d'hydrazine et d'ammoniac sur

le spectre des effluents, Figure 6 de I'annexe B).

I.D. Réponse thermique de la peau humaine par Analyse Calorimétrique Diatherme (ACD)

LUACD active se base sur la mesure du flux de chaleur échangé par le matériau étudié avec le
four lors d’'une programmation en température sous atmosphére contrélée. Ce flux de
chaleur est comparé a celui échangé entre une référence et un deuxiéme four. En
conséqguence, le systéeme est maintenu a un état «thermique nul» en tout temps. La quantité
d'énergie requise pour maintenir I'équilibre du systeme est directement proportionnelle aux

changements d'énergie qui se produisent dans I'échantillon.

Figure 42 : dispositif du Pyris Diamond de Perkin ElImer

La différence de puissance W = Wech —Wrer exprimée en W est en général normalisée a la
masse m de |’échantillon pour une meilleure comparaison des propriétés thermiques. Il est
aussi possible de déterminer la chaleur spécifique massique Cp (moyennant un étalonnage

particulier en Cp) ou au moins sa variation ACp par la formule suivante :

0H w

86, = (57), = om )

ou g est la vitesse de montée en température et H I'enthalpie.

Lappareil ACD utilisé est un Pyris Diamond (PERKIN ELMER, Waltham, Massachusetts) sous
atmosphere inerte (I’hélium). La calibration pour notre étude est effectuée avec I'indium
dont les parameétres de fusion sont AH¢ = 28,45 J.g' et Tf = 156,6°C, résultant en une

sensibilité de 0,1°C en température et de 0,5 mW en flux de chaleur.
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Les échantillons, de masse comprise entre 5 et 15 mg, sont sertis dans les coupelles
hermétiques en aluminium (TA Instruments TZERO LOW MASS PANS). Les vitesses de
refroidissement ou de chauffage sont comprises entre 0,5 et 20 °C.min2.

L'étanchéité des coupelles est vérifiée par un contréle de la masse entre chaque analyse ACD.
Les transitions thermiques du premier ordre telles que la fusion ou la cristallisation
présentent une discontinuité de la dérivée premiéere de I'enthalpie, et les transitions du
pseudo-second ordre telle que la transition vitreuse, une discontinuité de la dérivée seconde
de I'enthalpie. Ainsi sur le signal associé a la chaleur spécifique massique, la fusion et la
cristallisation seront caractérisées par un pic et la transition vitreuse par un saut de capacité
calorifique.

Les parametres caractéristiques de ces deux types de transition sont résumés dans le tableau

suivant :

1¢" ordre 2" ordre et pseudo-second ordre
Trmax ) Tonset ,Tfin Tinflexion, T1/2
AH (aire sous la courbe) AC, (saut de chaleur spécifique)

I.D.1. Transitions thermiques de la peau humaine

Nous avons vu précédemment que la méthode d’analyse ATG permettait de quantifier I'eau
totale et de déterminer les températures limites d’exploration pour I’ACD sans risquer de
dégradation totale de I'échantillon.

Pour I'ensemble des biopsies fraiches ou décongelées, les études ACD seront donc effectuées

en coupelle hermétique jusqu’a des températures maximales de 85°C.

Afin de déterminer la quantité d’eau totale dans I'ensemble des biopsies et explants, un
protocole alternatif plus rapide a mettre en ceuvre qu’une mesure ATG consistera donc a
déshydrater les échantillons a I'étuve a 180°C pendant 8 min. Il est a noter que la plupart de
ces mesures sera effectuée sur des biopsies placées préalablement dans les coupelles
hermétiques pour I'étude ACD. Dans ce cas, les coupelles hermétiques seront percées aprés
I’étude ACD pour pouvoir effectuer cette déshydratation.

La quantité d’eau totale sera ainsi déterminée par simple différence entre la masse initiale et

la masse seche.

Sur la Figure 43 sont reportés les thermogrammes ACD (normalisés a la masse initiale) d'une
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biopsie de peau abdominale correspondant a un premier chauffage a 10°C/min aprés un

refroidissement jusqu’a -100°C et a un deuxiéme chauffage a 10°C/min (toujours aprés un

refroidissement jusqu'a -100°C).

biopsie abdominale 1% chauffage

—— biopsie abdominale 2™ chauffage

Flux de chaleur (W/g)

. . . . 1 . . . . 1 . . . . 1
-100 -50 0 50

Température (°C)

Figure 43: thermogrammes ACD de derme humain (1¢" et 2°™ chauffages en température 10°C/min)

En accord avec les précédentes études calorimétriques sur les tissus biologiques hydratés
[258], le pic endothermique enregistré dans la zone [-20;20°] est associé a la fusion de I'eau
cristallisée lors du refroidissement antérieur.

Sur la Figure 44, nous avons reporté les thermogrammes ACD agrandis dans la zone
[60-85°C]. Sur cette figure est aussi superposé le thermogramme ACD d'un péricarde bovin
décellularisé a I'état natif, tissu relativement simple et uniforme essentiellement constitué

par collagéne de type | et caractéristique de la réponse thermique du collagéene hydraté.
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Figure 44 : agrandissement de la Figure 43 dans la zone [60-85°C] et péricarde bovin

Comme pour le péricarde bovin, un phénomeéne endothermique est enregistré pour la peau
humaine dans cette zone de température pendant le premier chauffage en température et
associé a la dénaturation thermique irréversible du collagene (non observée lors de
chauffages successifs). Il est a noter que de faibles événements endothermiques réversibles
sont attribués aux transitions de phase réversibles des lipides [316,317] dans cette zone de
température. Ces transitions de phase non détectées dans notre cas permettent d'affirmer
gue I’hypoderme est éliminé correctement.

La structure caractéristique des collagenes type | et Il est la triple hélice droite constituée de
trois hélices de polyproline gauches. Lors du chauffage, la triple hélice se déroule pour
produire des chaines aléatoires de gélatine (Figure 45), qui peuvent rester liées de maniere

covalente les unes aux autres ou non en fonction du degré de chauffage [386,387].

SR e

collagéne gélatine

Figure 45 : dénaturation de collagéne

La dénaturation du collagéne est un processus activé thermiquement qui implique la rupture
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des liaisons hydrogéne couplant les trois chaines alpha et un réarrangement de la triple
hélice dans une configuration de chaine aléatoire [261]. Si la dénaturation du collagéne a
d'abord été décrite comme une «fusion» du polymere [388], des études calorimétriques
détaillées sont plutot compatibles avec le mécanisme «polymer-in-a-box», dans laquelle la

molécule est stabilisée par confinement [262].

I.D.2. Exploitation des transitions thermiques de la peau humaine

1.D.2.1. Endotherme de fusion de la glace

La transition associée a la fusion de I'eau cristallisée est largement utilisée pour quantifier la
quantité d'eau cristallisable dans les protéines et les tissus hydratés [252,255] :

% eau cristallisable = % (3)

oU AHs est I'aire du pic de fusion de la glace en J/g, 334 J.g" correspond a |'enthalpie de
fusion de la glace pure a 0°C [255].

Ce pourcentage ne prend pas en compte I'eau non cristallisable contenue dans I'échantillon.
Combinée a une analyse thermogravimétrique donnant accés a la quantité totale d'eau, la
quantité d'eau non cristallisable peut ainsi étre déterminée par une simple différence entre
la quantité totale d’eau et I'eau cristallisable. Ces données sont présentées dans le tableau

suivant pour les biopsies de peau abdominale.

Biopsies de Masse apres %eau
Masse initiale %eau
peau séchage %eau totale non
(mg) cristallisable
abdominales étuve (mg) cristallisable
Pla 14,1 4,5 68,1 49,6 18,5
P1b 11,7 3,5 70,1 50,9 19,2
P2a 12,1 3,4 71,9 52,8 19,1
P2b 12,0 3,6 70,0 53,6 16,4
P3a 10,1 3,0 70,3 51,8 18,5
P3b 14,9 41 72,5 57,8 14,7
moyenne 70,51+0,6 52,81+1,2 17,7+0,7

Tableau 11 : quantification des différents types d’eau et caractéristiques de I'endotherme de dénaturation de

biopsies de peau abdominales
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L'hydratation totale des explants de peau abdominale est comprise entre 68,1 et 72,5% pour
I'ensemble des échantillons analysés, ce qui est conforme aux données de Ia
littérature[273,389], donnant une valeur moyenne de 65-70% pour I'hydratation du derme
humain et de I'épiderme; cette valeur remarquablement élevée, correspondant environ a 2g
d’eau/g matiére séche, est due a une combinaison de facteurs physiques et chimiques, y
compris la présence de pores interconnectés, la nature hygroscopique de I'acide
hyaluronique et le caractere hydrophile du collagene.

Si une littérature bien documentée est présente pour I'hydratation totale de la couche
cornée, de I'épiderme et du derme par différentes techniques biophysiques [390], peu de
données obtenues a partir de la spectroscopie Raman [364,391], DVS [364] et RMN [392]
sont rapportés sur la quantification des différents types d'eau (trés souvent dénommées
« eau libre » et « eau liée ») dans la peau humaine.

Cette étude ACD préliminaire montre que l'eau cristallisable représente environ les trois
quarts de I'eau totale dans ces explants de peau humaine. Le terme « eau cristallisable » est
préféré au terme «eau libre» - plutot réservé aux techniques vibrationnelles et
relaxationnelles - car il recouvre I'eau en masse et en exces, mais aussi I'eau confinée dans
les interstices et pouvant geler. Conformément aux résultats précédents par RMN, DVS et
spectroscopie Raman [364,392], ce travail met en évidence que I'eau libre est présente en

guantité relativement importante dans la peau humaine.

Un quart de la quantité totale d'eau de la peau humaine est de I'eau non cristallisable. Pour
éviter toute confusion, dans cette étude, le terme «eau non cristallisable» est préféré au
terme «eau liée», qui se réfere a I'eau directement liée a la protéine par des liaisons
hydrogéne dans la premiéere couche d'hydratation, mais qui peut également étre étendu a
I'hydratation multicouche et identifié par un ralentissement de la dynamique par les
techniques diélectriques et de RMN. [253,299,393—-396] Outre la classification de |'eau en
eau monocouche ou multicouche, les types d'eau peuvent également étre classés selon leur
comportement lors de la congélation et la décongélation, et dans ce cas-la, l'eau liée est
parfois divisée en «eau liée non cristallisable » fortement associé aux groupes hydrophiles et
«eau liée cristallisable» moins étroitement liée [397,398]. Dans notre cas, I'eau non
cristallisable correspond a I'eau liée non cristallisable et elle correspond au remplissage de la
premiére couche d'hydratation des protéines et d'autres composants hydrophiles tels que
I'acide hyaluronique.

La valeur d’environ 0,6 g d’eau non cristallisable/g de matiére séche est conforme aux
données de la littérature sur les tissus biologiques [251,258]. Habituellement, environ 0,3-0,7

g d'eau non cristallisable reste associé par gramme de protéine «a sec» [277]. En supposant
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que la masse molaire moyenne d'un acide aminé dans le collagéne est de 100 g.mol?, une
évaluation sommaire conduit a une valeur de 4 moles d'eau/par mole d'acide animé de
collagéne, ce qui est légerement supérieur a la valeur déterminée par DVS [399] ou par
diffraction RX pour l'eau adsorbée en multicouche dans le collagene ou les peptides de

collagéne [52], certainement a cause de la présence d’acide hyaluronique dans le derme.

1.D.2.2. Endotherme de dénaturation de la phase collagénique

Conformément a la littérature, les principales caractéristiques du pic de dénaturation sont

Tonset, Tmax €t AHql’aire sous le pic endothermique comme représenté sur la figure ci-apres.

flux de chaleur (W/g)

PR I S S (S S T S S ST R S S S,
60 65 70 75 80 85

Température (°C)

Figure 46 : thermogrammes d’une biopsie abdominale (1¢" et 2°™ chauffage en température) dans la zone

[60-85°C]

Tmax €t Tonset sont alternativement prises comme la température de dénaturation dans les
travaux antérieurs [257,268,272,273,400] tandis AHg4, une fois normalisé a la masse séche,
est une mesure de I'enthalpie de dénaturation de la phase collagénique.

La température de dénaturation est une mesure de la stabilité thermique de la triple hélice,
tandis que I'enthalpie de dénaturation est une mesure du nombre net de liaisons hydrogéne
rompues lors de la dénaturation [262].

Nous avons compilé ces valeurs dans le tableau suivant pour les biopsies de peau

abdominales analysées.
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Dénaturation en
Biopsies de peau | Dénaturation AH
matiére séche Tonset (°C) Tmax(°C)
abdominale (/g)
AH (J/g)

Pla 4,8 14,9 69,6 72,0

P1b 3,4 11,5 71,5 73,2

P2a 5,6 19,9 69,7 71,4

P2b 5,6 18,8 68,1 71,0

P3a 3,7 12,3 73,1 74,7

P3b 5,9 21,4 69,8 72,3
moyenne 4,8+0,4 16,5+1,7 70,310,8 72,440,5

Tableau 12 : caractéristiques de 'endotherme de dénaturation de biopsies de peau abdominale

Dans le cas des explants de peaux abdominales, Tmax est de I'ordre de 72°C; elle se situe dans
la méme gamme que celle de tissus hydratés riches en collagene et mesurée avec la méme
vitesse de chauffage tels que le tendon de la queue de rat, le péricarde et les peaux
d'animaux [262]. Il a été précédemment montré que la température de dénaturation
augmente considérablement avec la diminution de I'hydratation, en raison de la diminution
de la teneur en eau intrafibrillaire et le remplacement des liaisons hydrogéne
protéine-protéine par des liaisons hydrogéne des protéines dans l'eau [262,263,265,269].
Comme illustré dans la Figure 47 extraite de la littérature, cette température de dénaturation
est indépendante de I'hydratation pour des tissus hydratés au-dessus de 30 moles d'eau pour

trois résidus de collagéne (qui correspond a 1,8 g d'eau/g de matiére séche).
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Figure 47 : évolution de la température de dénaturation du collagéne avec I’hydratation [262]

Il faut souligner que cette condition est vérifiée pour les échantillons étudiés, avec une
hydratation totale de 2 g/g de matiére séche. Dans ce cas, la température de dénaturation
peut étre considérée comme une caractéristique intrinséque du collagéne, et pourra étre
utilisée a des fins de comparaison.

En effet, la température de dénaturation du collagéne est sensible aux liaisons inter et
intramoléculaires et a la nature des chaines latérales exposées au milieu environnant
pendant du dépliement [267]. Un abaissement de la température de dénaturation peut
indiquer la dégradation du collagene, la fragmentation ou I'expansion de la structure du
collagene, tandis qu'une augmentation de cette température peut étre due a la formation de
liaisons stables, comme on peut I'observer dans des biomatériaux a base de collagéne

réticulé chimiquement [263].

L'enthalpie de dénaturation de la peau abdominale est évaluée a 16,5 J.g"! de matiére séche.
Cette valeur peut étre considérée comme assez faible par rapport aux tissus collagéniques
purs, tels que le tendon ou la peau animale (avec une enthalpie de dénaturation comprise
entre 30 et 60 J.g); il faut rappeler que certaines analyses sont normalisées a la teneur
réelle de collagéne (et non a la masse séche totale du tissu). De plus, dans notre cas, ni
I'épiderme, ni les composants cellulaires n‘ont été éliminés, ce qui diminue la quantité de
collagene dans les échantillons. Seules quelques données sont disponibles sur I'enthalpie de
dénaturation des peaux humaines, et nos valeurs sont en accord avec les valeurs de Wiegand
et al. [275] avec une enthalpie de dénaturation de 4,5 J.g* de tissus frais pour la peau
humaine native (ce qui correspond a environ 13 J.g*de tissu sec).
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De plus, il a été montré que d'une maniere similaire a celle de la température de
dénaturation, I'enthalpie de dénaturation est largement affectée par I'hydratation, comme

illustré par la Figure 48 extraite de la littérature [262].
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Figure 48 : évolution de I'enthalpie de dénaturation du collagéne avec I’hydratation [262]

A tres faible hydratation, I'enthalpie est cinq fois plus faible que I'enthalpie de dénaturation
de la triple hélice compléetement hydratée ; la triple hélice est dans ce cas-la maintenue par
un cinquiéeme du nombre initial de liaisons hydrogéne. Elle atteint une valeur constante
au-dessus de 30 moles d'eau pour trois résidus de collagéne (soit en dessus de 1,8 g d’eau/g
de matiere seche), et cette condition est vérifiée pour les échantillons de peau étudiés.

Lenthalpie de dénaturation pourra donc étre utilisée comme un marqueur adapté a la

mesure de densité du réseau de liaisons hydrogéne dans le collagéne hydraté de la peau.

I.E. Réponse diélectrique de la peau humaine

L'analyse des propriétés diélectriques de la matiére est largement répandue dans l'industrie,
et représente un intérét majeur dans de nombreux domaines tels que la chimie ou les
sciences biologiques pour une caractérisation moléculaire des matériaux et
biomacromolécules [401] .

La polarisation d’un matériau induite par l'application d’'un champ électrique peut se
décomposer en différents termes qui correspondent aux différentes échelles d’observation:

- la polarisation électronique, représentant la déformation du cortége électronique des

atomes,
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- la polarisation ionique, associée a la différence d'électronégativité entre atomes,
- la polarisation d’orientation ou dipolaire, définie par les moments dipolaires des molécules,
- les polarisations de charge d'espace et de type Maxwell-Wagner-Sillars, attribuées a

I'organisation ultrastructurale, un exces de charges libres et les hétérogénéités du matériau.

Figure 49 : mécanismes de polarisation sur les échelles temporelles et fréquentielles

L'établissement de la polarisation n’est pas instantané, et dépend de la nature des entités
polarisables. Lorsque la fréquence du champ électrique appliqué augmente, certains
mécanismes de polarisation ne peuvent plus atteindre leur valeur d’équilibre. Les
mécanismes de polarisation les plus longs sont la réorientation dipolaire (de I'ordre de 107 &
10° s) et les effets de charge d'espace (> 103 s), a cause de l'inertie des entités sollicitées et
des interactions mises en jeu. Dans le cas des mécanismes dipolaires, qui feront I'objet de
notre étude, les dipdles ne sont pas capables a haute fréquence de s’orienter assez vite pour
rester dans l'alignement du champ électrique et la polarisabilité totale chute. Cette chute
implique la réduction de la permittivité et [|'absorption d’énergie diélectrique,
caractéristiques d'une relaxation diélectrique, ou dispersion.

Dans le domaine temporel, et a une température donnée, des temps de relaxation sont alors
définis pour chacun des phénoménes de relaxation dipolaire.

La détermination des différents phénomeénes de relaxation dipolaire est particulierement
adaptée a I'étude des protéines, qui possedent de nombreux moments dipolaires sur leur

chaine principale comme illustré sur la Figure 50; ces relaxations constituent ainsi une sonde
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de leur dynamique de chaine.

Figure 50 : moments dipolaires dans une chaine polypeptidigue

Technique des Courants thermostimulés (CTS)

Elaborée en 1964 par Bucci et al. [402], la technique des CTS fut initialement congue pour
caractériser les défauts ponctuels dans les cristaux d’halogénure alcalins, et étendue par la
suite a I'étude de divers matériaux, tels que les liquides polaires. Grace a sa faible fréquence
équivalente, de l'ordre de 103 Hz [403], c’est une méthode quasi-statique de grande
sensibilité utilisée pour caractériser les mouvements moléculaires des polymeres
synthétiques, amorphes ou semi-cristallins, ainsi que les biopolymeéres [401,404].

Son principe est schématisé sur la Figure 51. Un champ électrique statique E est appliqué
pendant un temps tp suffisant long a une température T, a un échantillon placé entre deux
électrodes. Les dip6les dont le temps de relaxation est court a cette température s’orientent.
Cette polarisation est ensuite figée en abaissant la température a I'aide d’un refroidissement
a l'azote liquide jusqu’a To<<Tp et le champ est supprimé. L'échantillon est court-circuité
pendant un temps tcc pour que les charges a la surface soient évacuées, avant d’étre relié a
un électrométre de sensibilité de 5E-15 A [405]. Une remontée linéaire en température a une
vitesse donnée q., permet le retour a l'équilibre graduel des dipOles précédemment
orientées, donnant lieu a un courant de dépolarisation. Chaque pic de courant correspond

ainsi au phénomeéne de relaxation d’une famille particuliere de dipdles.
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Figure 51 : principe des courants thermostimulés et schématisation des phénoménes de réorientation dipolaire

Certains critéres des pics permettent de s’assurer de la nature dipolaire des entités
relaxantes :

- leur reproductibilité,

- une intensité proportionnelle au champ appliqué,

- I'invariance avec différentes températures de polarisation Tp> Tpic.

Lappareil utilisé dans le cadre de cette étude est le TSC Il (SETARAM INSTRUMENTATION).La
cellule de mesure se situe a l'intérieur d'une enceinte hermétiquement close dont

I'atmosphere inerte (hélium) est contrélée apres un pompage préalable sous vide primaire.

Compte-tenu de la faible surface des biopsies cutanées et de leur état d’hydratation, une
adaptation et une importante étude de faisabilité ont été nécessaires pour mettre au point
un protocole d’analyse CTS fiable pour la suite de ce travail de thése.

Les biopsies étant de faible diamétre, il a été nécessaire de concevoir des électrodes
spécifiques de 4 mm de diamétre (50 mm?), entourées par une garde en téflon permettant

une mesure précise de |'épaisseur. Afin de s’affranchir des problemes d’écoulement de
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charges importants dans les échantillons hydratés, des électrodes bloquantes en PTFE

(épaisseur = 10 um) peuvent étre placées entre I'échantillon et les électrodes.

Figure 52 : cellule de mesure et vue de coupe du dispositif avec les électrodes blogquantes

Afin de conserver les échantillons dans un état hydraté, le cryostat est soumis a un pompage
primaire de 30 secondes avant d’étre rempli d’hélium.

Le champ électrique statique appliqué est de 400V/mm (ce qui permet de se placer dans la
zone de linéarité), les temps tp et tcc de 2 minutes et la vitesse de remontée en température
de 7°C.min™.

Selon la gamme de température explorée, les températures de polarisation Tp sont

comprises entre -20 et 150°C.

I.E.1. Modes de relaxation de la peau a I'état hydraté

I.LE.1.1. Thermogrammes CTS globaux

Nous avons reporté sur la Figure 53 les thermogrammes CTS enregistrés apres une
polarisation a 400V/mm a Tp= -20°C pour une biopsie de peau abdominale de 4 mm de
diametre ; afin de s’affranchir de I'important phénoméne de conductivité présent sur les

spectres CTS de biopsies hydratées, les électrodes bloguantes sont utilisées.
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Figure 53 : thermogrammes CTS globaux d'une biopsie de peau abdominale hydratée aprés polarisation a -20°C

Les thermogrammes successifs sont reproductibles, ce qui permet de vérifier que
I’hydratation des échantillons est bien conservée au cours de cette étude.

Trois modes de relaxation sont observés a -131°C (mode 1), -96°C (mode ;) et -80°C (mode
B3). Un quatrieme pic dont la position varie est souvent présent entre -80 et -20°C; au
contraire des modes [, I'intensité de ce pic n’est pas proportionnelle au champ électrique
appliqué et varie au cours des thermogrammes successifs ce qui ne permet pas de l'associer

a un phénomene de relaxation mais a une polarisation d’électrode ou interfaciale.

I.E.1.2. Etude de la structure fine

Afin de préciser l'origine de la mobilité moléculaire, le thermogramme CTS complexe peut
étre résolu par la technique des polarisations fractionnées [402].

La technique des dépolarisations fractionnées consiste a polariser I'échantillon dans une
fenétre de polarisation de 5°C et a enregistrer le spectre CTS correspondant. En déplacant
cette fenétre de polarisation dans la gamme de température voulue (ici de Tp=-140 a
Tp=-80°C), on obtient ainsi une série de thermogrammes élémentaires dont I'enveloppe
reproduit l'allure du spectre global. Nous avons reporté sur la figure suivante cette

décomposition expérimentale pour une biopsie de peau abdominale hydratée.
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Figure 54: structure fine basse température de la peau abdominale hydratée

Lorsque la fenétre de polarisation est suffisamment étroite, chaque pic élémentaire peut
étre analysé selon le formalisme de Debye; il est associé a la dépolarisation d’entités
relaxantes ayant un temps de relaxation ti(T) unique.

Le temps de relaxation Ti(T) est déterminé par la relation suivante :
(O JAY
t(T)=—= | (T T (4)
qI(T) T

Ou g est la rampe en température, | I'intensité, Ti et Tf le début et la fin du pic.
Le temps de relaxation ti(T) déterminé expérimentalement correspond, pour chaque pic
élémentaire, au rapport entre l'aire restante sous le pic de dépolarisation et l'intensité a la

température T, normalisé a la vitesse de remontée en température.

Intensité

T Température

Figure 55 : analyse d'un pic de dépolarisation CTS élémentaire
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Pour chaque spectre, on a donc acces au temps de relaxation en fonction de la température.

Cette variation des temps de relaxation élémentaires isolés pour une biopsie de peau

humaine en fonction de la température est reportée dans la figure ci-apres.

Température (°C)

-140 -120 -100 -80 -60
T T 6 7 T T T T T T
[ 5 o M1243
2 10
L 1 3
1000
0 I
=g L
100 |
" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 "
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
1000/T (K™)

Figure 56: dépendance en température des temps de relaxation isolés dans la peau abdominale hydratée a

basse température

Chaque temps de relaxation élémentaire posséde une dépendance linaire avec lI'inverse de la

température en échelle semi-logarithmique, ce qui traduit une dépendance de type

Arrhénius :
Eai
7i(T) = To; exp (E)

Avec T1,; le facteur préexponentiel et E,; I"énergie d’activation.

(5)

Ces parameétres ont été déterminés pour chacun des temps de relaxation et reportés dans le

tableau 6 de I'annexe B.

Nous avons reporté sur la Figure 57 I'évolution de I'’énergie d’activation en fonction de la

température pour 'ensemble de ces processus.
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Figure 57 : variation de I'enthalpie d’activation en fonction de la température du pic pour les processus

élémentaires a basse température

Nous repérons trois zones d’augmentation de I'énergie d’activation (notées I, Il et Ill sur la
Figure 57 ) qui correspondent aux 3 modes de relaxation .

Dans la gamme de température du mode 1, I'énergie d’activation est comprise entre 43
kJ/mol et 45 kl/mol, ce qui correspond approximativement au double de I'’énergie de rupture
d’une liaison hydrogéne (~20kJ/mol) [44]. Le facteur préexponentiel est de l'ordre de 102 s.
Dans la théorie des états activés d’Eyring [406], ce facteur est relié a I'entropie d’activation

par la relation suivante :

o S
kT k

Le mode B est ainsi associé a des entropies d’activation de l'ordre de 30 J.mol K, ce qui en

(6)

Ty

fait un mode peu coopératif.

Les modes 32 et B3 au contraire sont associés a des énergies d’activation comprises entre 50
k) et 100 kJ/moles et a des entropies d’activation comprises entre 70 et 180 J.molK™?, ce qui
permet de les associer a des phénomeénes beaucoup plus coopératifs (annexe B tableau 6).
Une autre représentation caractéristique de la distribution des temps de relaxation est le
tracé du facteur préexponentiel 1o en fonction de I'énergie d’activation Ea en échelle

semi-logarithmique (Figure 58).
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Figure 58 : diagramme de compensation du derme abdominal

On note une relation linéaire entre log to et Ea pour les processus 3 a 12, ce qui peut se

traduire par la loi suivante :

Ty = T.exp (— s—j‘fc) (7)

Cette linéarité traduit un phénomeéne de compensation[43], associé a un mouvement
coopératif, correspondant aux processus polarisés de -130 a -80°C. Les parametres de
compensation associés ont pour valeurs :

T,=-1016 °Cet 1,1.10°<7,<4,7.107 s

Par analogie avec les travaux précédents [44,253,299,394,407], le mode B1, que I'on retrouve
dans divers systémes biologiques fortement hydratés (élastine hydratée (cf. Figure 7, annexe
B), kératine hydratée, etc..) est associé a des réorientations de défauts dans l'eau
cristallisable nécessitant la rupture de deux liaisons hydrogene. C’est ainsi un mode associé a
la signature relaxationnelle de I'eau «libre».

Le mode B2 est un mode que l'on retrouve universellement dans les protéines et tissus
hydratés [253,299]; il correspond a la réorientation localisée du complexe eau liée-séquences
hydrophiles des protéines.

Plusieurs hypothéses peuvent étre formulées pour expliquer I'origine du mode 33 : beaucoup
plus coopératif, il a été associé dans les protéines pures hydratées [253] a un réarrangement
coopératif du réseau de liaison hydrogéne a longue distance. Il a aussi été attribué, toujours
dans les protéines pures hydratées [299] a l'eau confinée interagissant avec les groupes
hydrophobes. Dans un tissu complexe tel que la peau, il est difficile de proposer une origine
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plus précise pour ce mode de relaxation.
Il est a noter que les modes [, et B3 sont tres certainement corrélés puisque participant au

méme phénomene coopératif.

I.E.2. Modes de relaxation de la peau a I’état lyophilisé

I.E.2.1. Thermogrammes CTS globaux

Afin de s’affranchir de la réponse de l'eau, qui améne une complexité évidente aux
thermogrammes CTS, et qui compromet une exploration aux températures supérieures a 0°C,
il est souvent nécessaire d’étudier la réponse diélectrique des protéines et tissus biologiques
a I'état lyophilisé [41-43].

Dans ce cas, la peau n'est pas étudiée dans son état natif et la plupart des informations
associées a son organisation hydrique sont perdues. Cependant, les études a I'état lyophilisé
ont montré dans le passé leur capacité a dégager des marqueurs de la dynamique
intrinseque des protéines constitutives des tissus conjonctifs tels que les tissus
cardiovasculaires [43], la peau de rat [41,42]. Il est ainsi primordial de vérifier cette faisabilité

sur la peau humaine lyophilisée.

Les échantillons peuvent étre déshydratés directement dans le cryostat de mesure a basse
température (-50°C) et sous pompage primaire pendant 14h, ce qui s‘apparente a une

lyophilisation.
Nous avons reporté sur la Figure 59 les thermogrammes CTS successifs d’une biopsie de peau

abdominale enregistrés aprés une polarisation de 400V/mm a 5°C avec les électrodes

bloguantes.
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Figure 59: thermogrammes CTS globaux d'une biopsie de peau abdominale lyophilisée aprés polarisation a -5°C

On observe un large pic reproductible peu intense centré autour de -95°C, dont l'intensité
varie proportionnellement au champ électrique appliqué (résultats non montrés). Par
analogie avec les travaux antérieurs, ce mode retrouvé de facon universelle dans les
protéines et tissus lyophilisés a été dénommé mode B [43,44]. |l est associé a la réorientation
des groupes hydrophiles des protéineset de l'eau liée (eau de la premiére couche
d’hydratation) [41]; associé a un mouvement localisé, c’est ainsi un marqueur de la mobilité

intramoléculaire.

Nous avons reporté sur la Figure 60 le thermogramme CTS d’une biopsie de peau
abdominale enregistré aprés une polarisation de 400V/mm a 100°C.

Dans l'agrandissement de la zone basse température, nous pouvons détecter le mode
précédemment décrit a -72°C. Nous constatons que la température du mode Baugmente
avec la déshydratation tandis que son amplitude diminue. Ce comportement est cohérent
avec les études antérieures [43] effectuées sur I'élastine et le collagéne pur ou les tissus
conjonctifs lyophilisés. Le mode 3, associé aux mouvements localisés des séquences polaires
de la protéine combinés aux molécules d’eau liées, est facilité en présence d’eau liée. Lors
d’une lyophilisation suivie d'un chauffage a 100°C (a la température de polarisation), une
partie importante de I'eau liée aux protéines est éliminée, entrainant une perte de mobilité

intramoléculaire des séquences hydrophiles.
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Figure 60: thermogramme CTS global d’une biopsie de peau abdominale lyophilisée aprés une polarisation a

100°C

Entre 40 et 70°C, nous observons des événements visibles sous forme d'épaulements
reproductibles sur I'ensemble des biopsies abdominales étudiées ; par comparaison avec les
travaux antérieurs [42,43,295] sur le collagéne pur et les tissus cardiovasculaires riches en
collagéne, ces modes sont associés a la signature spécifique du collagene (cf. Figure 8,
annexe B). Ces évenements ont été attribués précédemment [43,408] aux mouvements
relatifs des molécules de tropocollagéne les unes par rapport aux autres. Difficilement
décomposables en spectres élémentaires car peu distribués, ils sont trés certainement la
manifestation de transitions de phase plutét que de modes de relaxation (modes isothermes,
indépendants de la fréquence).

Enfin, un pic intense est observé a 90 °C. Par analogie avec les travaux antérieurs sur le
collagéne pur et les tissus riches en collagene [42,43], il a été associé a des mouvements
délocalisés (de I'ordre de quelques dizaines de nanometres) le long des chaines de collagéne.
Dans le collagéne déshydraté pur, ce mode de relaxation a pu étre associé a la manifestation
diélectrigue de la transition vitreuse du collagene [43]; une étude de la structure fine a
montré que les mouvements mis en jeu étaient précurseurs du phénomeéne de dénaturation
qui se produit dans ce cas autour de 230°C. Il est a noter que le mode haute température est

tres sensible a son histoire thermique.
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I.E.3. Normalisation des thermogrammes CTS complexes

Il est important de déterminer précisément la surface des biopsies aprés lyophilisation dans
la cellule de CTS afin de pouvoir normaliser les spectres CTS et de comparer par la suite les
intensités des pics de relaxation. Pour cela, nous avons utilisé ImageJ, logiciel Java libre
initialement développé pour analyser des images médicales par le National Institute of
Health.

Une image numérique est composée de pixels ; I'une des fonctions de ce logiciel est de
convertir les pixels en longueur physique, apres étalonnage préalable.

Une fois I'étalonnage établi, il est possible de déterminer la surface des biopsies, assimilées a
des polygones, comme indiqué sur la Figure 61. Pour chaque échantillon, la valeur de la

surface retenue correspond a la moyenne sur 3 mesures.

Figure 61 : prise de mesure
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Il. Validation du protocole de conservation des biopsies — recherche de nouveaux

biomarqueurs

Comme les études ultérieures seront nécessairement réalisées a partir de biopsies cutanées
trempées dans l'azote liquide puis stockées a -80°C deés leur prélévement, il a été primordial
de déterminer l'influence de la congélation sur la réponse vibrationnelle et thermique des
biopsies. Etant donné que l'analyse par CTS nécessite une trempe jusqu’a -150°C, la
comparaison des réponses diélectriques de biopsies fraiches et conservées n’a pas été jugée
utile.

Cette étude sur un nombre conséquent d’échantillons a aussi permis de rechercher de
nouveaux biomarqueurs de l'organisation hydrique et de l'architecture des protéines du

derme.

Il.A. Biopsies cutanées abdominales

Un explant de peau abdominale (disque de 22 mm de diametre) est prélevé chez une
patiente de type Caucasien dgée de 50 ans. Apres rincage dans une solution de PBS et retrait
de I’hypoderme, 20 biopsies de 4 mm de diametre sont prélevées sur I'explant a I'aide d’un
punch a biopsie. Chaque biopsie est déposée sur une gaze et conservée dans un tube
Eppendorf. Une partie des biopsies (biopsies fraiches) est conservée a 4°C pendant 24 heures
avant analyse. Une autre série de biopsies est trempée dans l'azote liquide puis conservée a
-20°C pendant 8 jours avant analyse. Le protocole de décongélation est identique a celui

décrit dans la partie I.

Biopsies prélevées sur explant abdominal

/\

10 biopsies cryoconservées 10 biopsies fraiches
puis décongelées

Figure 62 : descriptif des échantillons
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I1.B. Réponse vibrationnelle
11.B.1. Comparaison des réponses vibrationnelles du derme humain frais et conservé

Nous avons reporté sur la Figure 63 les spectres IRTF moyennés et normalisés a 'amide Il des
biopsies abdominales fraiches et conservées face derme dans la zone 2000-1000 cm?. A titre

de comparaison le spectre IRTF du collagéne de type | a été superposé sur cette figure.

rbiopsie fraiche

Absorbance

|biopsie conservée

| collagene

2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

nombre d'onde (cm™)

Figure 63 : spectres IRTF moyennés normalisés du derme humain abdominal frais et conservé et du collagéne de

type | hydraté - zone [2000-1000 cm™]

Les bandes d'absorption classiques des protéines (amide I, Il, 1ll) se retrouvent sur les
spectres du derme frais et conservé et leurs positions sont identiques dans les deux cas. En
particulier, les bandes d'absorption caractéristiques du collagéne dans la région d'empreinte
digitale (le triplet spécifique de bandes a 1204, 1238 et 1280 cm™ ainsi que la bande
spécifique a 1338 cm™) sont parfaitement reproductibles dans les échantillons frais et
conserveés.

Nous avons aussi comparé les spectres de dérivées secondes (Figure 64) qui permettent

d'augmenter la résolution.
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Figure 64: dérivées secondes moyennées des spectres IRTF du derme abdominal frais et conservé et du

collagéne de type | hydraté

Les minima principaux de I'amide | et |l sont retrouvés aux mémes nombres d’onde pour les
biopsies fraiches et congelées, mettant en évidence la préservation des structures
secondaires des protéines avec la conservation a basse température.

On retrouve aussi la corrélation étroite entre le collagéne et le derme frais/conservé, avec
des minima principaux de I'amide | et de 'amide Il aux mémes nombres d’onde tels que 1694,
1682, 1667, 1659, 1651 cm™t sur amide | et 1555, 1543, 1534 cm™* sur amide .

11.B.2. Recherche de biomarqueurs de l'intégrité du collagéne dans le derme
Une série de biopsies fraiches a été dénaturée par chauffage a 10°C.min™! de 20 a 85°C dans
des récipients hermétiques. Les spectres IRTF moyennés du derme frais et dénaturé dans la

zone amide I/Il, ainsi que les dérivées secondes de ces spectres et leur traitement par FSD

dans la zone amide | sont reportés dans les figures ci-jointes.
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Figure 65: spectres IRTF de derme frais et dénaturé d la chaleur dans la zone [1800-1000 cm™]
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Figure 66: dérivées secondes des spectres IRTF dans la zone amide |
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Figure 67: sur-résolution FSD des spectres IRTF dans la zone amide |

La comparaison entre les spectres IRTF du derme frais et dénaturé met en évidence deux
différences principales:

- la premiére est I'augmentation de la bande de vibration a 1740 cm™, attribuée 3 la
vibration d'élongation du groupe carbonyle des fonctions ester. Une telle augmentation a
déja été détectée pour la gélatine [337,338] mais aucune hypothese n’a été proposée jusqu’a
maintenant pour l'expliquer. Nous pouvons supposer qu'elle provient d'une altération
chimique du collagéne dans le derme se produisant au cours du chauffage.

- la deuxiéme différence importante est le décalage de la bande amide Il vers les faibles
nombres d'onde (2 cm™) pour le derme dénaturé (cf. Figure 65). Un tel comportement a déja
été rapporté dans les travaux antérieurs sur des films de collagene dénaturé par la chaleur
[338]. Cette évolution vers les faibles nombres d'onde de la bande amide Il peut étre
expliquée par l'effondrement de la structure en triple hélice du collagene et I'augmentation

des zones désordonnées [338].

La comparaison entre les spectres de dérivée seconde ou les spectres FSD dans la zone de
I'amide | souligne I'évolution des structures secondaires avec la dénaturation.

La différence la plus flagrante est la diminution de la bande a 1659 cm™ (précédemment
adressée a la structure alpha hélicoidale) [326] et I'apparition d'une nouvelle bande a 1654
cm™ qui peut étre attribuée a des structures en hélices déstabilisées ou des structures
désordonnées. Cette évolution avec la dénaturation a déja été observée dans la littérature

[337,338]. Elle confirme I'attribution de la bande d'absorption a 1659 cm™ a la signature
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vibratoire de la triple hélice du collagéne natif. Cette bande d'absorption peut étre
considérée comme un bon marqueur biologique de l'intégrité de collagéne dans le derme,
tandis que la bande d'absorption a 1654 cm™ est attribuée a un marqueur du collagéne

modifié.

II.C. Réponse thermique (ACD)

II.C.1. Mesures de thermoporométrie sur les biopsies fraiches et conservées

L'ACD peut étre utilisée pour déterminer les distribution de taille de pore dans les matériaux
poreux ou tissus [409-412].

Ces études dites de thermoporométrie doivent étre effectuées a trés faible vitesse de
chauffage.

Les thermogrammes ACD des biopsies fraiches et conservées enregistrés a 0,5°C/min apres

un refroidissement a 10°C/min suivi d’'un équilibre pendant 10 min a -30°C sont reportés

dans la Figure 68.
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Figure 68 : thermogrammes ACD des biopsies fraiches et conservées & 0,5 °C min™!

Sur les deux thermogrammes, deux pics endothermiques distincts ont été enregistrés dans la
zone de fusion de glace, ce qui met en évidence l'existence de lacunes remplies d'eau dans
ces biopsies. Comme couramment observé dans les matériaux hydrophiles mésoporeux, les
pics a basse température sont associés a la fusion de la glace confinée dans les lacunes
tandis que les pics a plus haute température résultent de la fusion de la glace a I'extérieur

des lacunes (exces d'eau) [409-412].
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En se basant sur |'effet de Gibbs-Thomson, Brun et al. [409] ont établi que le rayon rp de
lacunes cylindriques hypothétiques remplies d’eau et le volume différentiel de ces lacunes
dV /drp pouvaient étre déterminés a partir de la chute AT du point de fusion et du flux de

chaleur dQ/dt. Les équations sont les suivantes :

rp(nm) = _22:3 + 0.68 avec AT=T-To et -40<AT<0 (8)
dvp _dQ_ dt _ d(aT) 1

(9)

drp  dt ~ d(AT)~ drp = mAHF(T)p(T)
ou d(AT)/dt est la vitesse de balayage, m est la masse de matiere séche, AHt I'enthalpie de
fusion de l'eau, p la masse volumique de 'eau.
Les valeurs suivantes ont été utilisées pour I'eau :
AHf(T) =334.1+2.119T-0.00783T%(J Kg'2) avec p(T)=0.917(1.032-1.17.1077T) (Kg.m3) [413].
T, a été déterminée expérimentalement comme étant le T,,qr du second pic

endothermique.

Dans le cas du derme, matériau fibreux, une géométrie cylindrique pour les lacunes est une

approximation raisonnable [414-416].

En utilisant I'équation (8), I'axe des températures peut étre converti en une échelle de taille
des lacunes. Apres une étape de soustraction de la ligne de base, le flux de chaleur dQ/dt
est converti en un volume différentiel de pores en utilisant I'équation (9). Les distributions
différentielles de tailles de lacunes pour les biopsies fraiches et conservées sont présentées

sur la Figure 69.
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Figure 69 : distributions de taille des lacunes pour les biopsies fraiches et conservées

Sur la Figure 69, nous pouvons noter une distribution de taille relativement étroite pour la
peau fraiche ; étant donné que le rayon des lacunes est compris entre 0 et 20 nm, elles font
partie de la classe des mésopores. Le protocole de stockage (trempe et stockage a -20°C

pendant 8 jours) conduit a un élargissement de la distribution de la taille des lacunes, avec la

formation de macropores de rayon de 20 a 60 nm.
11.C.2. Quantification de I'eau dans les biopsies fraiches et conservées

Le protocole présenté dans le paragraphe 1.D.2.1. (basé sur I'exploitation de I'endotherme de
fusion de la glace enregistré en ACD a 10°C/min) a été utilisé sur les séries de biopsies
fraiches et conservées afin de déterminer l'organisation hydrique de ces échantillons.

A titre d’exemple, nous avons reporté sur la Figure 70 les thermogrammes représentatifs de

biopsies fraiches et conservées dans la zone de cristallisation/fusion de la glace.
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Figure 70 : thermogrammes ACD des biopsies fraiches et conservées (refroidissement et de chauffage successifs

a 10°C.min; élargissement dans la zone [-10; 20 °C] ; thermogrammes entiers en encart

Lendotherme de fusion de la glace, présent sur I'ensemble des échantillons, a été analysé
comme précédemment pour déterminer la proportion d’eau cristallisable. Le protocole de
déshydratation décrit dans le paragraphe I.C. a été utilisé pour déterminer la proportion
d’eau totale. Nous avons reporté dans le tableau 7 de l'annexe B l'ensemble de ces
parameétres. Sur la Figure 71 sont reportés les pourcentages moyens d’eau totale, d’eau

cristallisable et non cristallisable de ces deux séries de biopsies.
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Figure 71: organisation hydrique des biopsies fraiches et conservées

L'analyse statistique n’indique pas de différence significative entre les quantités d’eau totale,
d’eau cristallisable et d’eau non cristallisable dans les échantillons frais et conservés,
attestant que le protocole de conservation des explants de peau n’induit pas de modification
guantitative de |'organisation hydrique des échantillons. La premiére couche d'hydratation
des protéines est bien conservée par le protocole de stockage. D’autre part, I'élargissement
des lacunes observé par thermoporométrie n’entraine pas une augmentation de la quantité

d’eau cristallisable avec la trempe dans l'azote liquide.

11.C.3. Dénaturation de la phase collagénique des biopsies fraiches et conservées

Le protocole détaillé dans le paragraphe 1.D.2.2. (basé sur I'exploitation de I'endotherme de
dénaturation du collagéne enregistré en ACD a 10°C/min) a été utilisé sur les séries de
biopsies fraiches et conservées afin de déterminer et de comparer les parametres
caractéristiques de la dénaturation thermique de la phase collagénique de ces échantillons.
A titre d’exemple, nous avons reporté sur la Figure 72 les thermogrammes représentatifs de
biopsies de peau abdominale fraiche et conservée dans la zone de dénaturation du

collagene.
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Figure 72: thermogrammes ACD pour les biopsies fraiches et conservées (premier et second chauffage, vitesse

de balayage 10°C min, élargissement dans la zone (60-85°C)

Dans tous les cas, I'endotherme associé a la dénaturation de la phase collagénique est
détectable dans cette zone.

Afin de caractériser plus finement I'endotherme de dénaturation, nous avons dans ce cas
reporté aussi le parameétre Tmid, qui représente la température a laquelle 50% de collagéne
est dénaturé. Lintégrale du flux de chaleur est reportée dans l'encart de la Figure 72 et
permet la détermination de Tmig.

Nous avons reporté dans le tableau 8 de l'annexe B l'ensemble des parameétres
caractéristiques de I'endotherme de dénaturation (a savoir Tonset, Tmax, Tmid €t AHg) obtenus
sur les biopsies fraiches et conservées. Sur la Figure 73 sont reportées les valeurs moyennes
de ces parameétres caractéristiques pour les deux séries de biopsies, accompagnées de leur

erreur standard.
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Figure 73 : caractéristiques thermiques de I'endotherme de dénaturation des biopsies de peau abdominale

fraiches et conservées

La température Tmax, qui est la plus couramment utilisée comme valeur de la température de
dénaturation est de 71,6°C+0,5°C dans les biopsies de peau fraiche et de 71,1°C+0,5°Cpour
les biopsies conservées, sans différence significative entre ces deux valeurs. Il doit étre
souligné que Tmax est déterminée avec une tres faible erreur standard pour les échantillons
étudiés, ce qui valide I'utilisation de I'ACD pour quantifier le phénoméne de dénaturation.

De maniére similaire, il n'y a pas de différence significative entre les valeurs de température
Tmid et Tonset des biopsies fraiches et conservées. Tonset €St bien sdr situé dans une zone
inférieure a Tmax, et les barres d'erreur de Tonset SONt UN peu plus larges que celles associées a

Tmid-

Etant donné que la dénaturation du collagéne dans la peau un phénoméne multi-étape
[268,272,273], il peut étre aussi étre intéressant de calculer la température moyenne
réciproque (1/T)mean, qui est plus représentative de l'asymétrie de I'endotherme de
dénaturation et qui a été proposée par Miles et al.[273] :

Ou T et Ts sont les limites de température inférieures et supérieures des endothermes. Nous
avons ainsi compilé ce nouveau parametre (cf. Tableau 8 annexe B). Pour une meilleure
comparaison, l'inverse de (1/T)mean @ été converti en °C et sa valeur moyenne reportée sur la
figure précédente. La réciproque de (1/T)mean, qui doit étre égale a Tmax pour un pic
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endothermique étroit et symétrique, est dans notre cas légerement supérieure a Tmax; CeCi
souligne l'asymétrie du pic endothermique dans des échantillons de peau, comme déja
observé sur d'autres tissus collagénique [273]. L'erreur standard est tres faible pour ce
paramétre. Comme il prend en compte I'asymétrie du pic (relié la proportion de liaisons
transversales stables a la chaleur), par opposition @ Tmax, Tonset, €t Tmig, il peut étre considéré
comme un des biomarqueurs préférentiels de la stabilité thermique du collagene ; il est
important de noter que nous n‘observons pas d’évolution significative ce biomarqueur plus
fin de la stabilité thermique du collagéne avec le protocole de stockage.

L'enthalpie de dénaturation moyenne de la peau fraiche humaine est évaluée a 12,8 J.g de
matiére séche, avec un écart type d'environ 10%, ce qui correspond parfaitement aux
données de Wiegand et al. [275]. Aucune différence significative n’a été relevée entre les
valeurs moyennes de AH pour les biopsies fraiches et conservées.

Ainsi 'ensemble des valeurs caractéristiques de I'endotherme de dénaturation n’évolue pas
de facon significative avec le stockage a basse température suivi d'une décongélation
contrblée, attestant que ce protocole de conservation ne porte pas atteinte a la stabilité

thermique des collagenes dans la peau humaine.
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I1l. Conclusion

Nous avons pu vérifier la capacité des trois techniques de caractérisation (ACD, IRTF et CTS)
pour extraire des informations fiables et reproductibles sur des biopsies cutanées humaines

extraites d'explant abdominaux, a la fois a I'état hydraté et lyophilisé.

Dans un premier temps, nous avons pu valider I'utilisation de la spectroscopie IRTF en mode
ATR et le traitement des spectres pour indexer les différentes bandes d’absorption du derme
et pour distinguer les différents types de structures secondaires des protéines dans ce tissu

complexe.

Dans un deuxieme temps, nous avons établi un protocole ACD pour déterminer a la fois :

- 'organisation hydrique de la peau via la quantification de I'eau cristallisable et de I'eau non
cristallisable,

- la stabilité thermique de la phase collagénique, via |'étude de l'endotherme de

dénaturation.

Dans un troisieme temps, la technique des CTS nous a permis de sonder la peau sur une
large gamme de temps/longueur, et de mettre en évidence des modes de relaxation associés
aux différentes couches d’hydratation, et a la dynamique localisée et délocalisée des

protéines dans ce tissu.

Grace a l'utilisation combinée de I'ACD et de la spectroscopie IRTF, nous avons pu évaluer
I'effet de la trempe dans I'azote liquide et de la conservation a basse température sur la peau
humaine abdominale. Nous avons tout d'abord vérifié par thermoporométrie que la peau
présentait une structure poreuse ; cette structure particuliere de lacunes interconnectées
dans la peau est primordiale pour les processus d’échange et pour la fonction de
thermorégulation [414]. Excepté I'élargissement de la distribution de taille des lacunes, les
différents marqueurs associés a I'organisation hydrique, a la stabilité thermique de la phase
collagénique et aux structures secondaires des protéines n’évoluent pas avec ce protocole,
qui est donc validé pour I'étude clinique ultérieure. De plus, cette analyse plus fine renforce
I'étude préliminaire de faisabilité, montrant que I'ACD et la spectroscopie IRTF sont des
techniques bien adaptées pour identifier des biomarqueurs reproductibles et appropriés de
I'organisation hydrique et moléculaire de la peau humaine dans des biopsies de petit

diametre.
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Ces différents protocoles de mesure ACD, IRTF et CTS pourront étre utilisés en routine pour
la suite de I'étude sur un grand nombre d’échantillons cryoconservés pour générer les

signatures thermiques, vibrationnelles et diélectriques des différentes biopsies cutanées.
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Chapitre lll. Etude clinique — recherche de biomarqueurs du

vieillissement intrinséque et extrinseque

Le but de cette étude clinique est d'identifier des biomarqueurs appropriés pour une
meilleure compréhension des changements moléculaires et organisationnels dans derme

humain au cours des vieillissements intrinseéque et extrinseque.
llLA.  Descriptif de I'étude clinique

76 sujets au total ont participé a cette étude globale, qui inclut des analyses ultérieures par
différentes techniques.

Cette étude monocentrique et comparative a été menée sur deux groupes de sujets de sexe
féminin, non enceintes, non-fumeuses, de phototype Il et llla et répartis en deux groupes de

28 sujets d’age distinct:

Groupe 1: age compris entre 20 et 30 ans et vieillissement cutané majoritairement
intrinseque (correspondant a un score SCINEXA<2.Le score SCINEXA comprend 5 critéres
caractéristiques du vieillissement intrinséque et 18 critéres caractéristiques du vieillissement
extrinseque de la peau [417]. Ces criteres sont utilisés pour définir un indice permettant

d'évaluer ces vieillissements).

Groupe 2 : age supérieur a 60 ans avec signes cliniques de photovieillissement cutané, soit

un vieillissement majoritairement extrinseque (correspondant a un score SCINEXA>2).

Deux biopsies cutanées de 4 millimetres de diametre sont prélevées a l'aide d’un punch a
biopsie sur chaque sujet:
- sur le haut de la fesse (latéralisation randomisée, sans marques de bronzage), qui est une

zone photo-protégée (zone Z01).

- sur la face externe de I'avant-bras gauche, qui est une zone naturellement et fortement

photo-exposée (zone Z02).

7 sujets par groupe d’dge sont inclus pour I'analyse ultérieure par chaque technique. Afin de
réduire le nombre de biopsies a 2 par sujet (zones Z01 et Z02), les biopsies provenant d'un
méme sujet sont analysées par un seul groupe de techniques. La répartition des 56 biopsies
analysées par IRTF, CTS et ACD est la suivante :
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Figure 74 : détail des biopsies par groupe et zone analysées par IRTE ACD et CTS

Pour des raisons de clarté, dans la suite de I'étude les résultats moyens obtenus sur les séries
de biopsies provenant des différents groupes et zones seront identifiés sur les graphes par

les abréviations suivantes :

échantillons dénomination abréviation
Groupe 20-30 ans, zone ) o
Groupe 1, Z01 JP (jeunes - protégée)
photo-protégée
Groupe 20-30 ans, zone
) Groupel, Z02 JE (jeunes - exposée)
photo-exposée
Groupe >60 ans, zone o o
o Groupe 2, 701 AP (agés - protégée)
photo-protégée
Groupe >60 ans, zone . )
) Groupe2, Z02 AE (agés - exposée)
photo-exposée

Tableau 13 : dénomination et abréviation des 4 séries de biopsies

Apres prélevement, les biopsies sont rincées dans de I'eau stérilisée, épongées, conservées
dans des tubes Eppendorf, puis stockées a -80°C (+20°C) avant d’étre livrées au CIRIMAT ou
elles sont conservées a -20°C. Les biopsies sont ensuite décongelées par palier comme

détaillé dans le chapitre 2 pour les analyses ultérieures.

Il est a noter que d’autres biopsies provenant du groupe 1 et 2 ont été préparées en vue des
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analyses protéomiques et glycomiques par la technologie d’imagerie par spectrométrie de
masse couplée a la micro-protéomique (spectrométrie MALDI/Shotgun protéique et
glycanique) et par la technique RAMAN et la microscopie biphoton non linéaire.

Les mesures biométrologiques (cutométrie et imagerie ultrasonore haute fréquence) et les

macrophotographies sont quant a elles réalisées sur I'ensemble des sujets.

Les valeurs moyennes issues des analyses IRTF, ACD et CTS sont accompagnées de leur erreur
standard. Nous avons effectué I'analyse unidirectionnelle de la variance (one-way ANOVA)
pour comparer les moyennes de ces valeurs, en considérant significatives les différences

associées a des valeurs de p inférieures a 0,05.

lll.LB. Réponse vibrationnelle du derme humain

I11.B.1. Etude qualitative

Nous avons représenté sur la Figure 75 les spectres IRTF normalisés et moyennés des 4 séries
de biopsies provenant des zones protégées et exposées des sujets jeunes et agés enregistrés

sous hydratation constante dans les conditions validées dans le chapitre 2, paragraphe 1.B.2.

Amide A

Abs

L 1 L
4000 3500 3000 2500

nombre d'onde (cm'1)
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Figure 75 : spectres IRTF moyens des 4 séries de biopsies dans les zones [4000-2500] cm™, [1750-1500] cm™ et

[1500-1000] cm™, du derme réticulaire

Nous retrouvons pour ces 4 séries de biopsies les bandes classiques d'absorption (amide A,
amide |, 11, Il en particulier) précédemment mises en évidence pour |'étude de faisabilité sur

le derme abdominal, avec en particulier la signature spécifique du collagene. Lindexation des
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principales bandes d’absorption enregistrées face derme pour les quatre séries de biopsies

est reportée dans le tableau ci-joint.

Position de la bande/cm™

Indexation

3375-3289

3073
3011

2957, 2923, 2873, 2853

1744

1694-1630
1558-1542

1520, 1515, 1507
1455

1406-1389

1338

1320-1202

1270-1216

1200-1000

Amide A : v(O-H) libre, v(O-H) lié, v(N-H) libre et v(N-H) lié

Non sensible au squelette carboné; dépendant des liaisons
hydrogéne (inter et intramoléculaires), de I'hydratation

v(CH) aromatique

v(=CH) des lipides insaturées, triglycérides, acides gras

Vas(CH3), Vas(CH2), vs(CH3),vs(CH2)

(Gly, Pro, Hyp, Ala) des protéines, phospholipides, triglycérides
vs(CHs) principalement représentatif des protéines

vas(CH2) and vs(CHz) principalement représentatif des lipides
v(C=0) triglycérides, esters de cholestérol, phospholipides
Amide | : v(C=0) protéines et 6(0-H) eau

Amide Il : v(C-N) et 5 (N-H) des protéines

Chafnes latérales (Tyrosine, Phénylalanine)

&(CHz, CHs) des lipides et protéines

vs(COO-) des acides aminés libres, acides gras, (GAG)s

Ow(CH:2) des chaines latérales (proline), spécifique de la MEC
(collageénes)

Amide Ill : 8pian (N-H) et v(C-N) des protéines

1282 cm : §(CHs) spécifique collagéne

1240 cm™ : v(C-N) spécifique collagéne

1205 cm™ : spécifique collagéne

vas(PO2’) des phospholipides, acides nucléiques ;vas(SOs’) des (GAG)s
sulfatés

v(C-0), v(C-C), v(C-OH), v(C-0-C) des protéines, oligosaccharides,
glycolipides

1175 cm™: vas(CO-0-C) des esters de cholestérol, phospholipides
1161 cm™: v(C-OH) Hyp et acides nucléiques

1080 cm™: v(C-0-C) collagéne, oligosaccharides, glycolipides,
protéoglycanes, and vs(PO2’) acides nucléiques et phospholipides

1032 cm: v5(CO-0-C) dans collagénes et (GAG)s, vs(SOz’) (GAG)s

Tableau 14 : indexation la plus probable des bandes d’absorption IR dans le derme réticulaire des quatre séries

de biopsies
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La principale observation sur ces spectres IRTF moyens est le décalage du maximum de la
bande amide Il de 2 cm™ vers les faibles nombres d'onde pour la série de biopsies des zones
photo-exposées des sujets agés. Cette modification de la bande amide Il est également
visible sur le spectre de dérivée seconde (Figure 76) et le spectre sur-résolu par FSD (Figure

77). Nous remarquons que la composante a 1556 cm™ est plus faible en intensité dans cette
série de biopsies.

amide | amide Il
AE

dérivée seconde (U.A)

" 1 " 1 " 1 "

1700 1650 1600 1550 1500

numbre d'onde (cm™)

Figure 76 : spectres de dérivée seconde moyens des 4 séries de biopsies dans la zone amide /11

1556
0,05 l

- AE

Abs

Amide Il

" " 1 " "
1600 1580 1560 1540 1520

nombre d'onde (cm'1)

Figure 77 : spectres FSD moyens des 4 séries de biopsies dans la zone des amides I/I]
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Cette évolution est a rapprocher du décalage de la bande amide Il vers les faibles nombres
d'onde (de 2 cm™) mis en évidence dans le cas du derme dénaturé thermiquement (chapitre
2, 11.B.2), dans lequel il y a effondrement de la structure en triple hélice des collagenes et
augmentation des structures secondaires désordonnées, comme observé dans la littérature
sur le collagene pur [338].

Afin de vérifier cette modification dans les proportions des différents types de structures
secondaires, la sur-résolution FSD et pour les quatre séries de biopsies dans la zone de

I'amide | est reportée sur la Figure 78.

Abs

Amide |

1700 1680 1660 1640 1620 1600

nombre d'onde (cm™)

Figure 78 : spectres FSD moyens des 4 séries de biopsies dans la zone de I'amide |

La modification de la bande amide | pour le derme photo-exposé de sujets agés est bien
évidemment moins marquée que l'altération importante mise en évidence dans le cas du
derme dénaturé thermiquement (cf. Chapitre 2, I1.B.2.).

Nous n’avons pas observé une diminution flagrante de la bande a 1659 cm™ (associée aux
structures a hélicoidale [326]) ni I'apparition d’une nouvelle bande a 1654 cm ‘comme dans
le chapitre 2, Il.B.2. Cependant, nous notons un élargissement de la bande vers 1654
cm(triples hélices déstabilisées).

Une autre remarque concerne I'évolution de la composante autour de 1641 cm
(précédemment associée a I'eau intermoléculaire) chez les sujets agés ; cette composante
disparait pour les biopsies de peau protégée et se décale pour les biopsies de peau exposées.
Ces évolutions sont certainement a rapprocher d'une variation dans |'organisation hydrique

du derme qui pourra étre quantifiée par ACD.

La sur-résolution FSD dans la zone de I'amide Il [1320-1200 cm™] est reportée sur la Figure
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79.

triplet collagéne

| NN

Abs

1 . 1 .
1300 1250 1200

nombre d'onde (cm™)

Figure 79 : spectres FSD moyens des 4 séries de biopsies dans la zone de I'amide |ll

dérivée seconde

-

triplet collagéne
" 1 "

1320 1300 1280 1260 1240 1220 1200

nombre d'onde (cm™)

Figure 80 : spectres dérivée seconde moyens des 4 séries de biopsies dans la zone de I'amide |1l

Dans cette zone, nous n‘observons aucun décalage de bande, et le triplet spécifique du
collagéne (1282, 1239 et 1204 cm™) est bien résolu sur 'ensemble des spectres. Comme
nous l'avons vu dans le chapitre 2, I'assignation a des structures secondaires dans cette zone
est beaucoup plus délicate que dans la zone amide I, car il existe des interférences
importantes avec les bandes de vibration d’autres constituants du derme tels que les
phospholipides, les GAGs, etc. Il est a noter que la région (1330-1290/1270-1245 cm™)

correspond aux conformations en hélice a et/ou désordre [369,418-420].
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Enfin, la sur-résolution FSD et la dérivée seconde dans la zone [1200-1000 cm™] sont

reportées sur les Figure 81 et Figure 82 pour les quatre séries de biopsies.

__T 0,02

1117

Abs

T T T T T = T T T T

T

1200 1150 1100 1050 1000

nombre d'onde (cm™)

Figure 81 : spectres FSD moyens des 4 séries de biopsies dans la zone [1200-1000 cm™]

1117

a
z

1200 1150 1100 1050 1000

nombre d'onde (cm™)

Figure 82 : spectres dérivée seconde moyens des 4 séries de biopsies dans la zone [1200-1000 cm™]

Dans cette zone, la principale modification (qui est aussi détectable sur les spectres IRTF non
sur-résolus, cf. Figure 83, agrandissement des spectres globaux) est l'intensification de la
bande d'absorption a 1117 cmpour la peau photo-exposée des sujets agés, qui sera

guantifiée par la suite.
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r 0,02

Abs

1200 1180 1160 1140 1120 1100 1080 1060 1040 1020 1000

nombre d'onde (cm™)

Figure 83 : agrandissement de la Figure 75 dans la zone [1200-1000 cm™]

111.B.2. Etude quantitative

Afin de comparer quantitativement la réponse vibrationnelle des quatre séries de biopsies,
l'aire des différentes bandes d'absorption a été déterminée a partir du spectre IRTF
individuel de chaque biopsie. En se référant a la littérature [271,350,351], une série de
rapports d'aire pouvant servir d'indicateurs a ensuite été compilée.

Les indicateurs qui nous sont apparus les plus pertinents et qui ont montré des évolutions
significatives pour les différentes séries de biopsies sont présentés sur les figures ci-apres.

Des indicateurs complémentaires sont consultables en annexe C.

Sur la Figure 84 sont reportés les rapports entre |'aire de I'amide A et de I'amide Il pour les

guatre séries de biopsies.
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Figure 84 : aire (amide A)/aire (amide Il) pour les 4 séries de biopsies

Ce rapport, qui reste constant pour les peaux de sujets jeunes protégées et exposées et les
peaux de sujets agés protégées augmente de maniere significative (p=0,039) pour la peau
photo-exposée des sujets agés. Cet indicateur apparait ainsi comme un marqueur du
vieillissement extrinséque. Compte-tenu de l'indexation de I'amide A (cf. Tableau 9), cet
indicateur est trés certainement associé a une modification importante du réseau de liaisons
hydrogéne et de I'organisation hydrique dans le cas d'un vieillissement extrinseque, méme
s'il nous apparait délicat de proposer une explication plus poussée compte-tenu de la

complexité du mode amide A observé en IRTF.

Sur la Figure 85 sont reportés les rapports entre l'aire de I'amide Il et l'aire totale dans la

gamme [1750-1000 cm™].
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Figure 85 : aire (amide Il)/aire totale [1750-1000 cm™] pour les quatre séries de biopsies

Compte-tenu de l'indexation de I'amide Il (cf. Tableau 9), ce rapport peut étre associé a la
fraction protéique dans le derme.

Ce rapport diminue de fagon drastique dans la peau photo-exposée des sujets agés (de 19%
entre AE et AP, p=0,026 et entre AE et JP, p=0,016). Aucune différence significative n'est
retrouvée entre les peaux protégées des sujets jeunes et agés, ce qui signifie que ce
marqueur n'est pas sensible au vieillissement intrinseque seul.

Aucune différence significative (p=0,174) est trouvée pour la peau exposée des sujets jeunes
par rapport a la peau protégée chez les jeunes exposés. En revanche, il faut faire attention a

I'effet zone pour toutes les comparaisons entre les sites.

Ainsi la fraction protéique apparait significativement diminuée dans le derme des sujets agés

dont la peau a été exposée de facon cumulative aux UV solaires tout au long de la vie.

Nous avons représenté sur la Figure 86 les rapports entre l'aire de la bande centrée a 1338
cmlet |'aire totale dans la gamme [1750-1000 cm™?]. La bande a 1338 cm™ étant spécifique
de la MEC et en particulier du collagéene [330], le rapport compilé est un indicateur de la

fraction de phase collagénique préservée dans le derme papillaire.
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Figure 86 : aire [1357-1327 cm™]/aire [1750-1000 cm™] pour les quatre séries de biopsies

Comme illustré dans la Figure 86, une diminution significative (de 16%, p=0,016) est mise en
évidence pour la peau photo-exposée de sujets agés (AE), par rapport a la peau
photo-exposée de sujets jeunes (JE), alors que ce rapport reste constant dans les deux
groupes d’age pour la peau protégée. Cette diminution de la fraction de collagéne dans le
derme avec le vieillissement extrinseque corrobore le résultat précédent ; principale protéine
du derme, sa diminution entraine la diminution de la fraction totale en protéines dans le
derme agé photo-exposé.

De méme que le résultat précédent, la fraction de collagéne est identique pour la peau
protégée et exposée des sujets jeunes ; il n'y a pas d'effet de la photo-exposition ou d'effet
zone dans ce cas.

Nous avons reporté dans la Figure 87 le rapport entre |'aire de la bande centrée a 1204 cm™*
et I'aire totale dans la gamme [1750-1000 cm™]. Compte-tenu de I'indexation de la bande a
1204 cm™[328,330], ce rapport est un autre indicateur de la fraction de phase collagénique

dans le derme.
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Figure 87 : aire [1218-1185 cm™]/aire [1750-1000 cm™] pour les quatre séries de biopsies

On retrouve la méme évolution que pour l'indicateur précédent sur la bande spécifique
collagéne a 1338 cm, a savoir une diminution significative de cet indicateur (de 19%,
p=0.006) pour le derme photo-exposé des sujets agés (AE) par rapport aux sujets jeunes
exposés (JE), alors gu’il reste constant dans le derme photo-protégé de sujets jeunes et agés
(p>0,05).

Ainsi cette évolution corrobore la diminution de la phase collagénique avec le vieillissement

extrinseque seul.

Nous avons reporté sur la Figure 88 le rapport entre l'aire de la bande centrée 3 1240 cm™] et

I'aire de I'amide II.
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Figure 88: aire [1271-1217 cm™] /aire (amide Il) pour les quatre séries de biopsies

Comme indiqué dans le tableau d’indexation (Tableau 9), la zone d’absorption [1271-1217
cm] correspond a la superposition de différentes bandes d’absorption associées aux
protéines de la MEC (Amide lll, avec une composante majoritaire des protéines en feuillets 8
dans cette zone [369,383]), aux phospholipides et aux acides nucléiques.

Comme illustré sur la Figure 88, dans ce cas une différence significative est retrouvée entre la
zone protégée et la zone photo-exposée pour chacun des groupes d’age.

Laugmentation d’environ 15% de ce rapport dans la zone photo-exposée que ce soit pour les
sujets agés ou jeunes peut étre due a un effet zone (la composition du derme réticulaire du
haut de la fesse et de l‘avant-bras pouvant montrer des différences) ou bien de la
photo-exposition elle-méme.

Etant donné que les protéines constituent la fraction principale du derme réticulaire,
I'augmentation relative de I'absorbance dans cette gamme par rapport a la teneur totale en
protéines (la normalisation est effectuée sur I'amide Il) pourrait étre un indicateur de
I'augmentation des structures secondaires en feuillets B avec I'exposition au soleil, chez les

sujets jeunes et agés.

Nous avons reporté sur la Figure 89 le rapport entre l'aire de bande centrée a 1117

cm/I'aire de 'amide Il et I'aire totale.
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Figure 89 : aire [1128-1106 cm™]/aire (amide Il) pour les quatre séries de biopsies

Nous notons une augmentation significative de cet indicateur (de 65%, p=0,024) pour le
derme photo-exposé des sujets agés (AE) par rapport aux sujets jeunes exposés (JE). Au
contraire, cet indicateur n'évolue pas avec |'dge pour les zones protégées. Son évolution donc

est associée au vieillissement extrinseque.

La gamme [1128-1106 cm™] correspond principalement a I'absorption des (GAG) sulfatés
[421], représentés par le sulfate de chondroitine (CS) et le sulfate de dermatane (DS) dans la
peau humaine.

Laugmentation de cet indicateur dans la série de biopsies photo-exposées des sujets agés

pourrait étre associé a une augmentation de ce type particulier de (GAG)s.

Enfin, nous avons reporté sur la Figure 90 le rapport entre l'aire de bande centrée a 1455

cm1/et I'aire de 'amide Il.
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Figure 90 : aire [1482-1432 cm™]/ aire (amide II) pour les quatre séries de biopsies

La gamme [1482-1432 cm™!] correspondant principalement a la zone de déformation des
(CH)xdes lipides, le rapport compilé est un indicateur de la fraction de phase lipidique par
rapport a la fraction protéique dans le derme réticulaire.

Dans ce cas, nous mettons en évidence une augmentation significative de cet indicateur pour
le derme agé photo-exposé (AE) par rapport au derme agé protégé (AP) et au derme jeune
protégé (JP). Il est a noter que l'indicateur associé a la fraction de la phase lipidique par
rapport a l'ensemble des constituants du derme (Figure 2, annexe C) ne présente pas

d’évolution significative entre les quatre séries de biopsies.

l.C. Réponse thermique de la peau humaine par ACD

I11.C.1. Organisation hydrique

Sur les figures ci-dessous sont reportés a titre d’exemple les thermogrammes ACD
(normalisés par rapport a la masse initiale) de biopsies de peaux provenant des quatre séries
étudiées (JP, JE, AP et AE) correspondant a deux remontées en température successives a
10°C min? entre -30 et 85 °C, dans les conditions validées dans le chapitre 2, paragraphe

I.D.1.
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Figure 91 : thermogrammes ACD de biopsies cutanées de la série JP (jeune, photo-protégée), JE (jeune,

photo-exposée), AP (Ggé, photo-protégée) et AE (Ggé, photo-exposée) lors de la premiére et deuxiéme remontée

en température ¢ 10 °C.min’!

Comme discuté dans lechapitre2, les pics endothermiques enregistrés dans la zone [-20;
20 °C] correspondent a la fusion de I'eau cristallisée lors du refroidissement a -30°C et sont
utilisés pour déterminer la quantité d'eau cristallisable dans les biopsies. Aprés mesure ACD,
les coupelles DSC ont subi le méme protocole de déshydratation que précédemment afin de
pouvoir déterminer par pesée la quantité d’eau totale des échantillons et déduire la quantité
d’eau non cristallisable. Cette quantification a été effectuée pour I'ensemble des biopsies des
guatre séries (cf. Tableau 1 annexe C) et les valeurs moyennes associées sont reportées sur la

Figure 92.
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Figure 92 : organisation hydrique dans les quatre séries de biopsies

L'hydratation totale de la peau non exposée de sujets jeunes est de 75,2%+1,7%, répartis en
51,4%+1,3% d'eau cristallisable et 23,8%+1,6% d'eau non cristallisable, contre 72,1%+1,5%,
48,4%+1,2% et 23,7%+0,7%, respectivement pour la peau photo-exposée des sujets jeunes.

Ces valeurs difféerent légerement de celles trouvées pour les explants de peau abdominale
utilisés lors de I'étude de faisabilité (chapitre 2, paragraphe 1.D.2.1) ; I’hydratation totale est
ici supérieure ainsi que la quantité d’eau non cristallisable. Il convient de rappeler que les
explants étudiés précédemment provenaient d’abdominoplasties effectuées chez des
patients en surcharge pondérale, et donc que le derme étudié n’était pas forcément dans un
état physiologique sain. Le mode de prélevement est aussi différent; les biopsies sont
prélevées ici directement sur le patient, tandis qu’elles étaient prélevées sur des explants qui

avaient subi un traitement différent dans le cas de I'étude de faisabilité.

Il faut souligner qu'il n'y a pas de différence significative entre les quantités d'eau totale,
cristallisable et non cristallisable de peaux protégées et exposées au soleil dans le groupe des
sujets jeunes.

On peut aussi calculer le rapport entre I'eau non cristallisable et I'eau cristallisable (Tableau
15), autre marqueur sensible de l'organisation hydrique utilisé dans la littérature [255]. Dans
ce cas, nous ne trouvons pas non plus de différence significative dans le groupe des sujets
jeunes sur les deux zones analysées. Méme s’il est délicat de comparer les valeurs issues de
deux zones anatomiquement distinctes, qui peut entrainer des biais, nous pouvons supposer
que la photo-exposition ne conduit pas a une évolution de l'organisation hydrique chez les

sujets jeunes.
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Eau non Différence
Série de biopsies
cristallisable/cristallisable significative
JP 0,466+0,038 JP/AE
JE 0,490+0,017 JE/AE
AP 0,448+0,013 AP/AE
AE 0,374+0,016 JP, JE, AP

Tableau 15 : rapport entre I'eau non cristallisable et I'eau cristallisable dans les quatre séries de biopsies

Si 'on compare maintenant les quantités des différents types d’eau ou le rapport eau non
cristallisable/eau cristallisable dans la zone protégée des UVs pour les deux groupes d’age,
nous ne constatons aucune évolution significative avec I'age ; dans ce cas il ne peut y avoir de
biais dans la comparaison, puisque les zones anatomiques sont identiques. Nous pouvons
donc affirmer que le vieillissement chronologique seul n‘entraine pas de modification de
I'organisation hydrique du derme.

En revanche, la comparaison entre les différentes quantités d’eau dans la zone exposée aux
UVs pour les deux groupes d’age (JE vs AE) met en évidence des différences significatives :
alors que les pourcentages d'eau totale et d’eau cristallisable augmentent de facon
significative (p=0,006 ; p<0,001) pour les peaux de sujets agés (AE), le pourcentage d’eau non
cristallisable diminue (p=0,021). Cela entraine une chute drastique du rapport eau non
cristallisable/eau cristallisable.

Lensemble de ces marqueurs met ainsi en évidence une tres forte évolution de I'organisation
hydrique avec le photo-vieillissement.

Ces faits sont corroborés par les différences significatives inter-zone (AP vs AE) dans le
groupe d’age supérieur a 60 ans, méme si dans ce cas la comparaison de zones

anatomiquement distinctes peut jouer un biais.

11l.C.2. Mesures de thermoporométrie (TPM)

Méme si les biopsies analysées ont été conservées a -80°C avant étude, et que nous avons
précédemment montré (chapitre 2, paragraphe II.C.1) que la conservation a basse
température entrainait une modification de la distribution de taille des lacunes, nous avons
tenu a effectuer des mesures de thermoporométrie. Méme si elles ne permettent pas de

révéler la distribution native des lacunes dans la peau, elles peuvent tout de méme étre
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utilisées a des fins comparatives.

Comme détaillé dans le chapitre 2, les analyses ACD ont ainsi été effectuées a 0,5°C.min!
dans la zone de fusion de la glace et le traitement mathématique des thermogrammes a
permis de déterminer la distribution différentielle de taille de pores ou lacunes. Nous avons
représenté sur la Figure 93 la valeur moyenne du rayon de pore (supposé cylindrique)

correspondant au maximum de la distribution pour chaque série de biopsies.
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Figure 93 : rayon moyen de taille de pore au maximum de la distribution pour les 4 séries de biopsies

Le rayon moyen de pores au maximum de la distribution est compris entre 10 et 25nm pour
I'ensemble des biopsies (classe des mésopores).

Nous remarquons une tendance a I'augmentation de taille de ce rayon moyen avec I'age et la
photo-exposition ; seule est significative (p=0,017) 'augmentation de taille entre la série des
peaux protégée de sujets jeunes et la série des peaux photo-exposée des sujets agés (JP vs
AE). Cette augmentation traduit soit :

- une modification drastique de l'architecture fibreuse de la MEC avec le vieillissement
extrinseque,

- une moins bonne aptitude a la préservation de larchitecture de la MEC avec la

cryoconservation avec le vieillissement extrinseque.

111.C.3. Dénaturation de la phase collagénique

Sur les figures ci-dessous sont reportés |'élargissement des thermogrammes ACD de la

Figure 94 dans la zone de dénaturation de la phase collagénique.
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Figure 94 : agrandissement dans la zone de dénaturation des thermogrammes ACD de biopsies de peau de la

série JP (jeune, photo-protégée), JE (jeune, photo-exposée), AP (Ggé, photo-protégée) et AE (Ggé, photo-exposée)

lors de la premiére et deuxiéme remontée en température & 10 °C.min!

Pour I'ensemble des biopsies, nous détectons dans cette zone de température un événement
endothermique irréversible principal, qui peut s’accompagner de phénomeénes
exothermiques. Comme détaillé dans le chapitre 2, paragraphe Il.C., le phénomeéne
endothermique irréversible est associé a la dénaturation des collagenes fibreux de type | et
[ll contenus dans le derme.

Nous avons cherché a compiler comme précédemment les principales caractéristiques de ce
pic de dénaturation a savoir Tonset, Tmax, Tmid €t AH4. Compte-tenu des phénomeénes
exothermiques parfois présents dans cette gamme, qui pourraient étre associés a des
réagrégations non physiologiques de fragments dépliés de collagene, nous avons cherché a
minimiser les traitements mathématiques des courbes. C’est la raison pour laquelle nous

avons choisi de ne pas déterminer (1/T)mean utilisé dans le chapitre 2.

Lensemble de ces parametres caractéristiques est reporté dans le Tableau 2 de I'annexe C et
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leurs valeurs moyennes pour les quatre séries de biopsies sont présentées sur les figures

suivantes.
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Figure 95 : enthalpie de dénaturation de la phase collagénique pour les quatre séries de biopsies
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Figure 96 : température de début de pic (Tonset) de dénaturation les quatre séries de biopsies

Il est a noter que I'enthalpie de dénaturation AH, déterminée avec une erreur standard
relativement élevée, est similaire dans les quatre séries de biopsies. De la méme facon, il

n’est pas observé de variation significative de Tonset pour les quatre séries de biopsies.
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Figure 97 : température au maximum du pic de dénaturation Tmax pour les quatre séries de biopsies

La température Tmax est dans la littérature la plus utilisée comme température de
dénaturation du collagene. Il faut souligner que sa valeur est similaire pour les deux groupes
d’age sur la zone photo-protégée (JP/AP) ; le vieillissement chronologique seul n’induit pas
d’évolution.

En revanche, une différence significative (p=0,040) de Tmax €st mise en évidence entre les
deux groupes d’age sur la zone photo-exposée ; cette diminution souligne I'effet délétére du
vieillissement extrinséque sur la stabilité thermique globale de la triple hélice collagénique.
Cette observation est corroborée par la différence significative (p=0,032) retrouvée pour Tmax
entre la zone protégée et la zone photo-exposée dans le groupe des sujets agés, méme si la
comparaison de deux zones anatomiquement distinctes peut apporter un biais.

Cette déstabilisation globale de la stabilité thermique de la triple hélice collagénique avec le
vieillissement extrinséque uniguement est corroborée par I'évolution de Tmigq, Un autre

marqueur de cette stabilité.
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Figure 98 : température a laquelle la moitié du collagéne est dénaturé (Tmid) pour les quatre séries de biopsies

Dans ce cas en effet, on retrouve cette chute significative de Tmig uniquement pour la série

des biopsies AE (agés, zone exposée).

La température de fin de pic Tend a déja été utilisée dans la littérature pour tenir compte de
I'élargissement de la dénaturation thermique du collagéne dans certaines conditions
[268,272]. Nous avons donc déterminé cet autre parametre caractéristique de I'endotherme
de dénaturation (cf. Tableau 2 annexe C) en fixant une valeur seuil sur la courbe dérivée.

Nous avons reporté sa valeur moyenne pour les quatre séries de biopsies sur la Figure 99.
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Figure 99 : température de fin de pic (Tend) de I'endotherme de dénaturation pour les quatre séries de biopsies
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Nous mettons en évidence une augmentation significative de Tena pour la zone
photo-protégée dans les groupes des sujets agés par rapport au groupe des sujets jeunes
(p=0,003). Cet élargissement du pic de dénaturation vers les hautes températures révele la
présence d’une population de domaines collagéniques de plus grande stabilité thermique.
Une telle multiplicité du phénoméne de dénaturation a déja été observée dans d’autres
types de tissus collagéniques avec les traitements physico-chimiques ou avec la pathologie

[43,258]. Cette variation est associée ici a un effet du vieillissement intrinseque.

Nous n‘observons pas dans ce cas de différence significative entre les deux groupes d’age sur
la zone photo-exposée.

Enfin, méme si la comparaison est plus délicate car effectuée entre des zones
anatomiquement distinctes, Tend est significativement augmentée (p=0,005) dans la peau

photo-exposée par rapport a la peau photo-protégée des sujets jeunes.

lIl.LD. Réponse diélectrique de la peau humaine par CTS

I11.D.1. Etude basse température des biopsies hydratées

Nous avons représenté sur la Figure 100 le thermogramme CTS complexe d’une biopsie de

peau photo-protégée issue d’un sujet jeune obtenu apres polarisation a -20°C.
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Figure 100 : thermogramme CTS global d’une biopsie de la série JP a I’état hydraté apres polarisation g -20°C

Comme observé pour I'étude de faisabilité sur la peau abdominale, ce thermogramme se
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caractérise ici aussi par trois pics bien définis dans cette gamme de température, notés B1, B2
et Bs et situés a -132,1, -95,9 et -84,2 °C respectivement. Lensemble des thermogrammes
CTS obtenus dans les mémes conditions pour les différentes biopsies sont reportés en
annexe C. Il est a noter que le mode B3 n’est pas toujours présent sur les thermogrammes.
Nous avons déterminé la température du maximum de chacun de ces modes B pour
I'ensemble des biopsies et reporté les valeurs moyennes de chaque série sur la

Figure 101.
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Figure 101 : température au maximum du mode 1 pour les quatre séries de biopsies

Il est important de noter que le mode de relaxation B1 se retrouve a la méme température
pour la peau protégée des deux groupes d’age ; il n'y a pas d’évolution avec le vieillissement
chronologique seul. Au contraire, ce mode se décale significativement vers les basses
températures (p=0,014) pour la peau photo-exposée dans le groupe de sujets agés par
rapport au groupe de sujets jeunes. Ainsi le décalage du mode Bi1 vers les basses
températures est un marqueur du vieillissement extrinséque seul.

Cette observation est corroborée par la différence significative (p=0,023) retrouvée pour Tp1
entre la zone protégée et la zone photo-exposée dans le groupe des sujets agés, méme si la

comparaison de deux zones anatomiquement distinctes peut apporter un biais.
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Figure 102 : températures au maximum du mode 2 et du mode /33 pour les quatre séries de biopsies

Contrairement au mode B1, le mode B;est invariant en température pour les 4 séries de

biopsies.

Enfin, le mode B3 se décale significativement vers les hautes températures pour les biopsies
des zones photo-exposées par rapport aux zones photo-protégées, et ceci dans les deux
groupes d’age. La comparaison étant effectuée sur deux zones anatomiquement distinctes, il

est délicat de conclure sur I'effet de I'exposition, car I'effet zone pourrait étre prépondérant.

D.2. Etude basse température des biopsies déshydratées

Nous avons représenté sur la Figure 103 le thermogramme CTS global d’une biopsie de peau
photo-protégée issue d’'un sujet jeune obtenu aprés lyophilisation dans la cellule puis
polarisation a 25°C. Lensemble des thermogrammes CTS obtenus dans les mémes conditions

pour les différentes biopsies sont reportés en annexe C.
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Figure 103 : thermogramme CTS global d’une biopsie de la série JP a I’état lyophilisé aprés polarisation a 25°C

Dans ce cas et comme précédemment observé pour les biopsies de peau abdominale, un

mode 3 unique est mis en évidence dans cette gamme de température.

Nous avons déterminé la température du maximum de chacun de ces modes B pour

I'ensemble des biopsies et reporté les valeurs moyennes de chaque série sur la Figure 104.

T(°C)

-100 }
L =  mode beta
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Figure 104 : température au maximum du mode [3 pour les quatre séries de biopsies

Nous notons que le mode de relaxation 3 se décale vers les basses températures avec l'age
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(p=0,0002) pour la peau protégée ; ce n’est pas le cas pour la peau photo-exposée. Nous
avons ici une évolution uniquement avec le vieillissement chronologique.

Il est aussi a noter la comparaison entre site est trés différente dans le groupe des sujets
jeunes et le groupe des sujets agés: alors que ce mode B se décale vers les basses
températures sur la zone photo-exposée des sujets jeunes, il se décale vers les hautes
températures sur la zone photo-exposée des sujets agés: l'effet zone ne parait pas
prépondérant dans ce cas, et cette divergence traduit certainement des mécanismes

complexes dans le cas du photo-vieillissement.
Comme décrit dans le chapitre 2, nous avons pu déterminer la surface de tous les
échantillons et calculé les intensités normalisées a la surface afin de mener également une

étude comparative sur l'intensité du mode B, comme présenté sur la Figure 105.

3.0

25 |-
20 |- }
15} }

= intensité/surface (10° pA/mmz2)

JP JE AP AE

intensité/surface (10° pA/mm2)

Figure 105 : Intensité maximale du mode [3 pour les quatre séries de biopsies

En ce qui concerne l'intensité de ce mode, nous retrouvons une diminution significative avec
I'age, a la fois pour la peau protégée (diminution de 35%, p=0,035) et pour la peau exposée
(diminution de 47%, p=0,004). Ce marqueur est ainsi sensible au vieillissement intrinséque et

extrinseque.

I11.D.3. Etude haute température des biopsies déshydratées

Nous avons représenté sur la Figure 106 le thermogramme CTS global d’une biopsie de peau

photo-protégée issue d’un sujet jeune obtenu apres lyophilisation dans la cellule puis
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polarisation a 150°C.
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Figure 106 : thermogramme CTS global d’une biopsie de la série JP a I’état lyophilisé aprés polarisation a 150°C

Lensemble des thermogrammes CTS obtenus dans les mémes conditions pour les différentes
biopsies sont reportés en annexe C.

Comme précédemment observé dans I'étude de faisabilité (chapitre 2), nous mettons en
évidence dans cette gamme de température le mode principal a entre 50 et 100°C. Les
épaulements détectés autour de la température ambiante constituent le mode multiple o’.
Nous avons déterminé la température du maximum du mode a pour I'ensemble des biopsies
ainsi que l'intensité normalisée a la surface et reporté les valeurs moyennes correspondantes

pour chaque série sur les Figure 107 et Figure 108.
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Figure 107 : Température au maximum du mode a pour les quatre séries de biopsies

Un décalage significatif (p=0,021) vers les basses températures est mis en évidence avec I'age
pour les biopsies de la zone photo-protégée, ce qui traduit un effet du vieillissement
chronologique.

On retrouve un comportement similaire (p=0,029) avec I'dge pour les biopsies de la zone
photo-exposée.

De plus, méme si la comparaison inter site est délicate, il n’y a pas de différence entre zone
photo-protégée et zone photo-exposée chez le groupe de sujets jeunes comme chez le
groupe des sujets agés. Le vieillissement chronologique apparait comme le facteur

prépondérant sur le décalage du mode a vers les basses températures.
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Figure 108 : Intensité maximale du mode a pour les quatre séries de biopsies

Lintensité du mode a demeure constante pour les biopsies de la zone protégée chez les deux
groupes d’age, signe que le vieillissement chronologique a peu d’effet sur ce paramétre. Une
tendance a la diminution (mais qui n’est pas significative sur le nombre d’échantillons testés,
p=0,152) est observée avec I'dge pour les biopsies photo-exposées, ce qui pourrait traduire
un effet du photo-vieillissement, qui reste a confirmer sur un plus grand nombre
d’échantillons.

La comparaison inter zones chez les sujets agés met en évidence une diminution significative

de l'intensité du mode a, mais dans ce cas l'effet zone peut étre non négligeable.
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llLE. Synthése et interprétation des principaux résultats issus des analyses IRTF,
ACD et CTS

IllLE.1. Organisation hydrique

Nos résultats ACD mettent en évidence une profonde modification de l'organisation
hydrique avec le vieillissement extrinséque, avec en particulier une augmentation de la
quantité d’eau totale et d’eau cristallisable au détriment de la quantité d’eau liée. Ces
résultats corroborent la modification du réseau de liaisons hydrogéne eau-protéine et eau
libre évoquée lors de l'analyse IRTF, avec l'augmentation significative du rapport Amide
A/Amide II. L'étude diélectrique révele que seul le photo-vieillissement entraine la
modification de I'indicateur associé a la dynamique de l'eau cristallisable, le mode B1. Le
décalage vers les basses températures de ce mode dans le cas du photo-vieillissement
cutané tend a le rapprocher de la cinétique de la glace pure [422]. Ce résultat corrobore et
complete les analyses ACD ; la dynamique de cette eau « libre » est de moins en moins
influencée par les protéines. On peut parler d'une ségrégation de phase eau en

masse/matrice.

Cette évolution de I'organisation hydrique avec le photo-vieillissement peut étre rapprochée
des études antérieures de spectroscopie Raman [363] qui ont montré que :

- que les structures hydriques et les quantités associées étaient similaires dans les zones
protégées et photo-exposées des sujets jeunes,

- que les structures hydriques et les quantités associées étaient similaires dans le derme
chronologiquement vieilli en comparaison du derme jeune,

- gqu’il y avait une augmentation de la quantité d’eau totale et d’eau non liée dans le derme
photo-agé.

D’autres données de la littérature [423] ont mis en évidence une diminution de
I’échogénicité du derme supérieur dans la peau agée photo-vieillie. Nous rappelons qu’une
diminution de I'’échogénicité de la peau est associée a une augmentation de I’hydratation
[424]. Une bande de faible échogénicité, qui augmente en épaisseur proportionnellement a
I’age dans les zones photo-exposées et qui occupe dans certains cas la plus grande partie du
derme a pu étre mise en évidence sur un large panel d’individus [425]. Non observée chez
les sujets jeunes, ces zones correspondent histologiquement aux Iésions élastolytiques et aux
zones de dégradation du collagéne, avec une accumulation de GAGs et d’eau non liée, non
fonctionnelle. De facon complémentaire, des mesures IRM indiquent que la région

sous-épidermique est spécialement encline a I'accumulation d’eau [132].
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Le mode B2, associé a la dynamique du complexe eau liée/protéines demeure stable en
température avec le vieillissement chronologique et extrinséque. Il est important de noter
que méme si la proportion d’eau liée diminue de fagon significative avec le vieillissement
extrinseque, la premiere couche d’hydratation des protéines reste saturée a I'état hydraté, ce

qui entraine certainement cette invariance au niveau de la température du mode.

I11.LE.2. Composants macromoléculaires de la MEC

Phase collagénique

D'une part, nous mettons en évidence une augmentation significative de la température de
fin de pic (Tend) de I'endotherme de dénaturation de la phase collagénique par ACD avec le
vieillissement intrinséque ; un telle évolution a déja été mise en évidence dans le derme de
rat [268] et sur un échantillon de derme humain [272]. Cet élargissement de I'endotherme
de dénaturation vers les hautes températures est attribué a lI'augmentation de nceuds de
réticulation stables, résistants a la chaleur. laugmentation de la densité de nceuds de
réticulation stables, non réductibles dans le collagéne avec I'age est bien connu [426],
impliquant a la fois les processus controlés enzymatiquement mais aussi le processus de
glycation non enzymatique (cf. Chapitre |, vieillissement).

Dans notre étude, cette augmentation des nceuds de réticulations semble étre a la fois
atteinte par le vieillissement chronologique mais aussi par I'exposition aux UVs, puisque 'on
retrouve une augmentation de Teng pour la peau photo-exposée dans les groupes des sujets
jeunes. L'effet de la photo-exposition semble plus délicat a expliquer. Comme nous l'avons
évoqué précédemment, certaines études sur l'effet des UVs sur les collagénes mettant en

évidence a la fois stabilisation et déstabilisation des fibres de collagéne.

D'autre part, la comparaison de la signature vibrationnelle des différentes biopsies par IRTF a
permis de mettre en évidence une diminution significative de la fraction des collagénes
fibrillaires dans le derme agé photo-exposé, qui s'accompagne d’une altération de son
architecture en triple hélice.

Nous n’observons pas de d’évolution significative de I'enthalpie de dénaturation du collagene
par ACD. Une étude thermique précédente sur la peau de rat a également montré que
I'enthalpie de dénaturation totale n'était pas modifiée avec I'dge [268]. Ce marqueur de la
densité de liaisons hydrogéne nette détruite lors de I'effondrement de la structure en triple

hélice n’est certainement pas suffisamment sensible pour mettre en évidence des
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différences entre les quatre séries de biopsies.

En revanche, la chute significative de la stabilité thermique moyenne du collagéne
(mesurée par Tmax et Tmia) dans la peau photo-exposée des sujets agés est en faveur d'une
déstabilisation et/ou d’une fragmentation [267,273,274] des fibres de collagéne avec

I'exposition cumulative aux UVs tout au long de la vie.

Ces évolutions sont en accord avec les données de la littérature, qui reportent a la fois une
diminution de la quantité et une modification de l'architecture du collagéne du derme
humain avec le vieillissement extrinseque [135,427]. Le collagéne étant le constituant
protéique majeur du derme, cet effet s'accompagne d’une diminution de la quantité totale
de protéines dans le derme avec le photo-vieillissement mise en évidence par IRTF. Cette
diminution de la quantité totale de protéines du derme entraine alors l'augmentation
relative de la fraction lipidigue par rapport a la fraction de protéines avec le

photo-vieillissement.

Au niveau de la dynamique moléculaire, le mode B mis en évidence par analyse diélectrique
sur les biopsies a I'état lyophilisé est associé a la mobilité localisée du complexe séquences
hydrophiles/eau fortement liée.

L'amplitude de la mobilité localisée diminue avec le vieillissement chronologique et cet
effet s'accentue avec I'action cumulée de I'dge et des UVs. Un comportement similaire de la
réponse diélectrique a déja été observé pour le collagene extrait du derme de rat ainsi que
pour la peau de rat soumise a des rayonnements ionisants [42,300].

Cette chute significative de I'amplitude peut étre associée :

- a une augmentation des liaisons intramoléculaires et intermoléculaires qui apportent des
restrictions de mobilité a I'échelle de la liaison hydrogene (phénoméne de sur-réticulation,
mis en évidence avec I'augmentation de Teng €n ACD pour le vieillissement chronologique)

- a une diminution du nombre de séquences polaires polypeptidiques (mis en évidence en
IRTF avec la diminution de la fraction de collagene pour le vieillissement extrinseque).

Il est a noter que la cinétique de cette dynamique (révélée par la position en température du

mode B) est différente selon le vieillissement intrinseque et extrinséque.

Le mode a est associé a la dynamique délocalisée le long des chaines de collagene
principalement. Une tendance a la diminution de I'amplitude de ce mode est mise en
évidence avec l'effet cumulé du vieillissement et des UVs ; un comportement similaire a été
observé sur le collagéne extrait de derme de rat et sur la peau de rat exposée a des

traitements ionisants [42,300]. L'effet cumulé de I'augmentation des liaisons de réticulation
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avec le vieillissement chronologique et la diminution drastique de la fraction de phase
collagénique avec le photo-vieillissement pourrait expliquer I'évolution de cet indicateur de
la mobilité des chaines de collagene a I'échelle de la dizaine de nanometres.

Enfin, nous soulignons que la cinétique de ce mode (associée a sa position en température)
évolue principalement avec le vieillissement chronologique. Le décalage vers les basses
températures du maximum de ce mode reste a expliquer. Dans le cas d’une autre protéine de
la MEC (I'élastine), il a été montré que la relaxation o se décalait vers les basses
températures dés les faibles taux d’élastolyse, alors que de telles variations n’étaient pas
détectées par ACD. Nous pouvons ainsi suggérer que ce décalage du mode principal du
collagéne avec le vieillissement chronologique est associé a des défauts dans la triple hélice,
qui restreignent la propagation des mouvements et sont précurseurs de la dénaturation [43].

Différents mécanismes peuvent étre proposés pour expliquer les profondes différences
retrouvées au niveau de la phase collagénique avec le vieillissement intrinseque et le
photo-vieillissement du derme.

Il est important de rappeler que la structure secondaire du collagéne est stabilisée a la fois
par des ponts d’eau intra et inter-moléculaires avec les groupes carbonyles et hydroxyles [52].
Ainsi, en dépit d'une augmentation de la quantité totale d’eau dans la peau agée
photo-exposée, la diminution de I'eau liée aux protéines (et au collagéne en particulier) dans
le cas du photo-vieillissement peut entrainer 'instabilité et la fragmentation des fibrilles de
collagene [427].

Il a aussi été montré que la quantité de HHL (principal nceud de réticulation du collagene
mature du derme, cf. chapitre 1) dans le collagene de derme agé photo-exposé était
significativement plus faible que dans le derme agé photo-protégé [428] ce qui pourrait étre
corrélé a une dégradation plus facile des fibres collagéniques dans ce cas.

Cette déstabilisation/fragmentation pourrait aussi étre attribuée a un effet direct des UVs,
car le collagene | contient des résidus phénylalanine et tyrosine sensibles aux UVs.
Cependant, s'il est bien connu que les UVB en particulier entrainent des modifications dans
la structure du collagéne (avec a la fois des stabilisations et des déstabilisations) [258,429],
ces UVB ne pénetrent pas dans le derme.

Si les UVA, qui pénétrent dans le derme, ne semblent pas avoir d’effet direct sur le pontage
stable principal du derme (HHL), ils dégradent au contraire un autre pont de réticulation
stable du collagéne, le groupe pyridinoline [428].

De plus, de nombreux travaux ont mis I'effet indirect des UVs sur I'expression des genes liés a
la composition et au remodelage de la MEC [194,202,206,430], montrant que les UVA
induisent des dommages dermiques tels que I'altération des fibres de collagene et d’élastine

et I'expression de la métalloprotéase MMP-1 [431]. En particulier, dans des modeles de peau
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reconstruites exposées aux UVA [431], les métalloprotéases MMP1 and MMP3 sont
surexprimés dans les fibroblastes apres 24h d’exposition aux UVA1, tandis que le géne
COL1A1 est réprimé.

Glycosaminoglycanes

Une altération de la composition des GAGs est détectée avec le vieillissement extrinseque.
Cette évolution est a corréler avec les données de la littérature reportant une augmentation
des (GAG)s et des (PG)s, qui sont distribués de facon anormale avec le photo-vieillissement
[206,432—-434]. En particulier, dans les |ésions élastolytiques, les (GAG)s majoritaires sont des
CS liés au noyau protéique du versicane. lls ne se lient pas aux fibres de collagene et
d'élastine comme dans la peau normale. Il a aussi été montré que I'exposition aux UVs

augmentait de facon significative la quantité de CS dermique [433].

lll.E.3. Tableau récapitulatif des marqueurs du vieillissement intrinséque et extrinséque

Nous avons résumé dans le Tableau 16 I'évolution significative des différents indicateurs issus
des analyses spectroscopiques, calorimétriques et diélectriques avec les vieillissements
intrinseque et extrinseque. Les indicateurs évoluant selon la zone (haut de fesse,

photo-protégée et avant-bras, photo-exposée) ont aussi étaient indiqués.

Effet

Vieillissement intrinséque Vieillissement extrinséque .
zone/exposition

1338/total - -
1204/total II- -
Fraction collagene
Amide A +
Amide ll/total -
Fraction protéines
Amide 11/1452 cm™-
Protéines/lipides
1117 cmt++
(GAG)s sulfatés

IRTF

1240/total +
Feuillets 3
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Vieillissement intrinseque

Vieillissement extrinséque

Effet

zone/exposition

Tend+

Sur-réticulation, glycation

Tmax'
Trid-
Stabilité thermique moyenne
ACD .
collagéne
Eau totale +
Eau cristallisable+
Eau liée -
Eau liée/eau cristallisable--
TB]_'
Mobilité défauts eau crist.
CTS état Tps+
hydraté Restriction
dynamique réseau
H
TB'
Mobilité localisée
cTS e e
o Mobilité localisée Mobilité localisée

lyophilisé T

Mobilité délocalisée

(la-)

Tableau 16 : tableau récapitulatif des marqueurs des vieillissements intrinséque et extrinséque
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Chapitre IV. Effet de I’'exposition ex vivo

En s’appuyant sur les protocoles d’analyse développés dans les chapitres précédents, nous
tentons ici de compléter I'étude menée au niveau clinique par une analyse des modifications
du derme lors d’une exposition aux UVs ex vivo, afin de prendre uniquement en compte

I'influence physique de I'exposition.
IV.A.  Descriptif de I'étude de I'exposition aux UVs ex vivo

Les explants de peau abdominale (disques de 22 mm de diameétre) sont prélevés chez des
patientes de type Caucasien respectivement agées de 32, 34 et 40 ans. Apres rincage dans
une solution de PBS et retrait de I’'hypoderme, ces explants sont soumis a des expositions UV
(longueurs d’onde : 280-400 nm) sous la lampe UVA/UVB (MULTIPORT MODEL 601), sous
dosimetre a ce que les durées d'exposition correspondent a des doses érythémales de 1 ou 2
DEM. Une partie des échantillons n'est pas exposée (NE, 0 DEM).

Aprés exposition, ces explants sont trempés dans l'azote liquide puis conservés a -80°C
(£20°C) avant d’étre livrés au CIRIMAT et conservés a -20°C avant décongélation par paliers et
analyse.

Afin de connaitre l'effet de I'exposition UVs direct ex vivo, nous avons analysé en paralléle
des biopsies de peau abdominale dermatomées (sans la couche épidermique) provenant de
deux patientes de type Caucasien de 32 et 36 ans. Ces biopsies ont été exposées a des doses

de 0 (NE), 0,5, 1 et 2 DEM.

IV.B. Suivi de I'exposition ex vivo du derme abdominal par IRTF
IV.B.1. Evolution des spectres IRTF moyennés du derme abdominal avec I'exposition aux

UVs
Nous avons reporté sur la Figure 109, les spectres IRTF moyennés et normalisés a I'amide |l

dans les 3 zones d’intérét précédemment détaillées pour le derme abdominal non exposé et

exposé a 1 et 2 DEM.

147



Chapitre IV. Effet de I'exposition ex vivo
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Figure 109 : spectres IRTF du derme abdominal normalisés et moyennés pour différentes doses d’exposition aux

UVs dans les zones [4000-2500 cm™], [1750-1500 cm™] et [1500-1000 cm™]
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Lexposition UVs ex vivo ne modifie pas de facon drastique les bandes d’absorption du derme
abdominal ; on retrouve les bandes classiques d'absorption des protéines (amide A, amide |,
I, 11l) et des constituants minoritaires (lipides, acides nucléiques).

Les bandes associées a la phase lipidique (zone [3000-2800 cm™] et [1750-1730 cm™] en
particulier) sont plus prononcées dans le cas du spectre moyenné du derme abdominal

exposé a 2 DEM.

IV.B.2. Evolution quantitative des bandes d’absorption du derme abdominal avec

I'exposition aux UVs

Afin de quantifier une éventuelle évolution structurale ou chimique des échantillons avec
I'exposition aux UVs nous avons choisi de compiler une série de rapports d’aires de pic en
accord avec la littérature [271,328,330,331,350]. Nous avons reporté sur les figures suivantes

I’évolution avec I'exposition UV des rapports d’aire nous paraissant les plus pertinents.

Sur la Figure 110 sont reportés les rapports entre I'aire de I'amide A et l'aire de I'amide II.

25
o
20 | *
<
2 15}
%0
10 |
NE 1 DEM 2 DEM

Figure 110 : aire (amide A)/(amide 1) pour les trois séries de biopsies

Une diminution significative est observée avec une exposition a 2 DEM par rapport a aux
échantillons non exposés (p=0,030) et exposés a 1 DEM (p=0,004). Cette diminution traduit
tres probablement une différence d’organisation du réseau de liaisons hydrogene dans le

derme avec I'exposition aux UVs.
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Sur la Figure 111 sont reportés les rapports entre I'aire de la bande centrée 3 1338 cmlet

I'aire totale dans la gamme [1750-1000 cm™].
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Figure 111 : aire [1357-1327 cm™]/aire [1750-1000 cm™] pour les trois séries de biopsies

Une augmentation significative de cet indicateur de la fraction de collagene dans le derme
est observée pour une exposition de 2 DEM par rapport au derme non exposé (p=0,022) et

exposé a 1 DEM (p=0,023).

Sur la Figure 112 sont reportés les rapports entre |'aire de la bande centrée 3 1338 cmlet
I'aire de 'amide II.

5.2

50

(U.A)

44

4.2

NE 1 DEM 2 DEM

Figure 112 : aire [1357-1327 cm™]/aire (amide Il) pour les trois séries de biopsies
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Nous observons que l'indicateur associé a la fraction de collagéne dans la fraction protéique
ne varie pas de facon significative sous l'effet des UVs. La fraction collagénique du derme est

ainsi préservée lors de I'exposition de I'épiderme aux UVs.

Laugmentation significative de I'indicateur de la fraction de collagene totale dans le derme
est certainement due a une altération de certains composants, au profit de la phase

collagénique, plus résistante.

Puisque les spectres moyennées font apparaitre une augmentation des bandes d’absorption
associées a la phase lipidique, nous avons compilé les rapports d’aire de ces absorptions
normalisés a la fraction protéique ; si la tendance générale (qui reste a confirmer sur un
grand nombre d’échantillons) est en faveur d’'une augmentation du rapport lipides/protéines,
les barres d’erreur sont trés importantes dans ce cas, certainement a cause des prélevements
imprécis et de la probable contamination de certains échantillons par des lipides de

I’hypoderme.

Le rapport entre l'aire de la bande centrée a 1240 cm™ et I'aire de I'amide II, qui augmentait
avec I'exposition dans I'étude clinique, reste constant dans ce cas. Il en est de méme pour le
rapport entre I'aire de la bande centrée a 1117 cm™ et laire totale entre 1750 et 1000 cm™,
associé aux GAGs sulfatés, et qui augmentait avec la photo exposition cumulée au cours de la

vie dans I'étude clinique.

D’autres indicateurs associés aux polysaccharides, aides nucléiques, etc... ont été compilés et
n‘ont pas mis en évidence de différence significative avec I'exposition ex vivo de la peau

abdominale.

IV.B.3. Evolution des spectres de dérivée seconde et des spectres FSD du derme abdominal

avec I'exposition aux UVs

Afin de mettre en évidence des modifications éventuelles de la réponse vibrationnelle du
derme abdominal avec l'exposition aux UVs ex vivo, nous avons cherché a augmenter la

résolution des spectres comme détaillé dans les chapitres précédents.

Nous avons reporté sur la Figure 113 les spectres moyennés de dérivée seconde dans la zone

de I'amide A du derme abdominal non exposé, et exposé a 1 ou 2 DEM.
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oNH Amide A
“«——»

vOH
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3500 3450 3400 3350 3300 3250 3200 3150 3100 3050 3000

Nombre d'onde (cm™)

Figure 113 : spectres de dérivée seconde moyens des 3 séries de biopsies dans la zone amide A

Ces spectres de dérivées secondes, qui aménent des informations plus fines sur les
élongations associées aux (O-H) et (N-H), sont trés peu modifiés par I'exposition aux UVs.
Seules de tres légeres différences sont décelées, en particulier :
I'apparition d’une nouvelle population a 3300 cm™ pour une exposition sous 2 DEM.
- La quasi-disparition de I'épaulement a 3190 cm™ avec I'exposition a 2 DEM.

Méme si les modifications sont trés mineures avec ces doses UVs, nous n’avons observé cet
effet qu’a 2 DEM.

’épaulement a 3190 cmpeut étre attribué essentiellement a la vibration d’élongation N-H
dans les structures cis-ordonnées[435], par contre I'épaulement a 3430 cm™ correspond a
une structure trans-ordonnée. Nous pouvons supposer une réorganisation de cis a trans avec

I'exposition aux UVs.

Sur la Figure 114 sont superposés les spectres moyennés de dérivées seconde dans la zone

d’élongation des (CHx) du derme abdominal différemment exposé.
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3100 3050 3000 2950 2900 2850 2800

Nombre d'onde (cm‘1)

Figure 114 : spectres de dérivée seconde du derme abdominal non exposé et exposé dans la zone des

élongations (CHx)

Les minimas sont situés exactement aux mémes positions quelle que soit I'exposition. Ainsi
on peut dire que I'exposition a ces doses d’UVs ex vivo ne modifie pas la nature des lipides du
derme abdominal, ou que la technique IRTF n’est pas suffisamment sensible pour détecter

des différences.

Afin de déterminer les éventuelles modifications de structures secondaires des protéines,

nous avons porté une attention particuliére aux zones des amides I/1l et de I'amide lI.
Nous avons reporté ci-apres (Figure 115 et Figure 116) les spectres moyennés de dérivées

secondes et les spectres FSD du derme abdominal différemment exposé dans la zone des

amides | et Il.
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Figure 115 : spectres moyennés de dérivée seconde du derme abdominal non exposé et exposé dans la zone

amide I/ 1)

Abs

" 1 " 1 " 1 " 1 "
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Figure 116 : spectres FSD moyennés du derme abdominal non exposé et exposé dans la zone amide I/l

Sur les spectres de dérivée seconde ou de FSD, les minimas/maximas sont situés quasiment
aux mémes positions quelle que soit I'exposition. De maniére qualitative, nous pouvons donc
dire que les mémes structures secondaires de protéines sont donc présentes dans le derme
non exposé et expose.

De tres légeres différences sont notées sur ces spectres :

- Un minimum/maximum supplémentaire apparait a 1643 cm™ pour une exposition de 2
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DEM. Il est soit associé a I'eau intermoléculaire, soit a une modification chimique des
carbonyles associés a la phase lipidique, plus susceptibles aux UVs. Il est a noter que ce
minimum/maximum n’est pas observé dans le collagene de type | hydraté a 65% (origine
bovine).

- 'absorption & 1565 cmqui peut étre attribuée a la chaine latérale de I'acide glutamique
[310], est plus intense avec une exposition sous 2 DEM.

Nous avons représenté sur la Figure 117 et la Figure 118, les spectres moyennés de dérivées
secondes et les spectres FSD du derme abdominal difféeremment exposé dans la zone de

I'amide IlI.

2 DEM

1 DEM

1320 1300 1280 1260 1240 1220 1200

Nombre d'onde (cm™)

Figure 117 : spectres moyens de dérivée seconde du derme abdominal non exposé et exposé dans la zone de

l'amide 11l
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Abs
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Figure 118 : spectres moyens de FSD du derme abdominal non exposé et exposé dans la zone de I'amide Il

Dans la zone de I'amide lll, sensible elle aussi a la structure secondaire des protéines, (Figure
117 et Figure 118), les minima/maxima sont situés aux mémes positions quelle que soit
I'exposition aux UVs, ce qui corrobore les observations précédentes sur la préservation des

structures secondaires des protéines.

IV.C.  Suivi de I'exposition ex vivo de la peau abdominale par ACD

IV.C.1. Transitions thermiques de la peau humaine

Sur la Figure 119 sont reportés les thermogrammes ACD (normalisés a la masse initiale) de
trois biopsies de peau abdominale d’'un méme sujet a I'état initial (NE) et soumises a des
expositions de 1 et 2 DEM, correspondant a un premier chauffage a 10°C/min. Sur la Figure
120, nous avons reporté ces thermogrammes ACD agrandis dans la zone [60-85°C] et nous

avons superposé les thermogrammes correspondants a la 2™ remontée en température.
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Figure 119 : thermogrammes ACD des biopsies abdominales (non exposée, exposée a 1 et 2 DEM)
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Température (°C)

Figure 120 : agrandissement de la zone de dénaturation [60-85°C] et superposition de la 2°™ remontée en

température

Comme nous l'avons vu dans les chapitres précédents, le pic endothermique enregistré dans
la zone [-20-20°C] sur la Figure 119 est associé a la fusion de |'eau cristallisée lors du
refroidissement antérieur (toujours apres un refroidissement controlé). Le phénomene
endothermique enregistré dans la zone [60-85°C] est associé a la dénaturation thermique

irréversible du collagéne (non observée lors de balayages successifs), toujours visible apres

les expositions aux UVs.
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IV.C.1.1. Organisation hydrique de la peau abdominale avec I'exposition UV

Comme dans les chapitres précédents, nous avons déterminé le pourcentage d’eau
cristallisable a partir de I'endotherme de fusion de la glace. Nous avons reporté dans les
tableaux (annexe D tableau 1, 2 et 3) I'ensemble des données obtenues sur I'ensemble des
explants. Sur les Figure 121 et Figure 122 sont reportés les pourcentages moyens d’eau totale,
d’eau cristallisable et non cristallisable en fonction de I'exposition aux UVs, ainsi que et le

rapport (eau non cristallisable)/eau cristallisable).

80

I % eau totale [] % eau cristallisable EZZA % eau non cristallisable

% eau en masse

NE DEM 1 DEM 2

Figure 121 : évolution de I’hydratation avec I'exposition aux UVs dans les biopsies abdominales

0.5

[ eau non cristallisable/eau cristallisable
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Figure 122 : rapport (eau non cristallisable)/(eau cristallisable)dans les biopsies abdominales
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Aucune différence significative n’est retrouvée avec I'exposition des explants pour ces doses
d’UVs. Lhydratation du derme reste constante, avec une valeur d’hydratation totale
d’environ de 70%, une teneur d’eau cristallisable de 'ordre de 52% et une teneur d’eau non
cristallisable de l'ordre de de 18%.

Ces résultats permettent de conclure que l'effet de I'exposition ex vivo des explants de peau
n’induit pas de modification quantitative de I'organisation hydrique des échantillons. La
premiere couche d'hydratation des protéines est bien conservée avec l'exposition ex vivo
pour ces doses (1 et 2 DEM).

IV.C.1.2. Dénaturation de la phase collagénique de la peau abdominale avec I'exposition UV

Nous avons utilisé le protocole de traitement de 'endotherme de dénaturation détaillé dans
le chapitre Il afin de déterminer et de comparer les paraméetres caractéristiques de la
dénaturation thermique de la phase collagénique de ces échantillons. Lensemble des
parameétres caractéristiques de I'endotherme de dénaturation, a savoir Tonset, Tmax, €t AHg
sont consignés dans les tableaux 1, 2 et 3 de I'annexe D. Sur la Figure 123 sont reportées les

valeurs moyennes de ces paramétres caractéristiques pour ces trois séries d’explants.

80 22
Il Tmax ZZTonset [ AH matiére séche

- 20

Température (°C)
(.B'r) Heneq

NE 1 DEM 2 DEM

Figure 123 : évolution des paramétres thermiques de la dénaturation du collagéne avec l'exposition aux UVs

dans les biopsies abdominales

Aucune différence significative n’est retrouvée avec I'exposition des explants pour ces doses

d’UV. Sur le nombre d’échantillon considéré, les parametres de dénaturation du collagéne
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restent constants, avec une température début de dénaturation Tonset alentour de 70°C, une

température Tmax d’environ 73°C et une enthalpie de dénaturation de 15,7).g%.

Ainsi nous pouvons conclure qu’a ces doses d’exposition ex vivo, les UVs n‘ont pas une

influence directe sur la matrice collagénique de la peau abdominale.

IV.C.2. Transitions thermiques du derme abdominal humain

Nous avons utilisé le méme protocole ACD sur des explants de peau abdominale sans

épiderme (peau dermatomée).
IV.C.2.1. Organisation hydrique du derme abdominal avec I'exposition UV
Sur la Figure 124 sont reportés les pourcentages moyens d’eau totale, d’eau cristallisable et

non cristallisable en fonction de I'exposition aux UVs. Sur la Figure 125, nous avons

représenté le rapport entre I'eau non cristallisable et I’eau cristallisable.

70

Il cau totale [ eau cristallisable [ eau non cristallisable

% eau en masse

NE 0,5 DEM 1 DEM 2 DEM

Figure 124 : organisation hydrique du derme abdominal non exposé et exposé aux UVs
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Figure 125 : rapport entre ’eau non cristallisable et 'eau cristallisable dans le derme abdominal non exposé et

exposé

On note dans ce cas une diminution significative de I'eau totale et I'eau cristallisable avec
I'exposition aux UVs, et ce dés 0,5 DEM. En revanche, la quantité d’eau non cristallisable
reste constante quel que soit I'exposition. Ceci entraine une augmentation tres significative
du rapport (eau non cristallisable)/(eau cristallisable)avec I'exposition aux UV, de facon
guasi-linéaire.

On met ainsi en évidence le réle barriere de I'épiderme : sans ce dernier, I'exposition ex vivo
aux UVs entraine une déshydratation drastique du derme, ce qui se traduit par une
diminution de la quantité d’eau cristallisable et donc d’eau totale. En revanche la premiere
couche d’hydratation des protéines, correspondant a de I'eau fortement liée et donc non

cristallisable est préservée avec I'exposition aux UVs dans ces conditions.

IV.C.2.2. Dénaturation de la phase collagénique du derme abdominal avec I'exposition UV

Sur la Figure 123 sont reportées les valeurs moyennes des parametres de dénaturation pour

ces trois séries d’explants dermatomés.
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Figure 126 : évolution des paramétres thermiques de la dénaturation du collagéne du derme abdominal avec

l'exposition aux UVs

Comme dans le cas de la peau abdominale, (Figure 123), aucune différence significative n’est
retrouvée avec |I'exposition des explants dermatomés pour ces doses d’UV. Les parametres
de dénaturation de la phase collagénique de la peau abdominale restent constants, avec une
température début de dénaturation Tonset alentour de 72°C, une température Tmax d’environ
75°C et une enthalpie de dénaturation de 18 J.g'. Il est & noter que I'enthalpie de
dénaturation est plus élevée que dans la peau (derme/épiderme) ce qui apparait logique car
la proportion de collagene augmente. On note aussi une augmentation de la température de
dénaturation (+2°C) par rapport a la peau (derme/épiderme).

Il est important de noter que la diminution de I’hydratation n’entraine pas de déstabilisation
du collagéne dans le derme exposé; cette préservation de la stabilité thermique du
collageéne est trés certainement corrélée a la préservation de la quantité d’eau liée, comme

précédemment décrit dans la littérature [427,436].

IV.D. synthese et interprétation des principaux résultats d’analyse IRTF et ACD

Nous résumons ici les principales conclusions sur l'effet direct des UVs sur la peau

abdominale ex vivo.

Organisation hydrique

Les résultats de I'analyse thermique ne mettent pas en évidence de modification quantitative
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de l'organisation hydrique de la peau abdominale a ces doses d’exposition ex vivo. En
revanche, la diminution de 'amide A pour une dose de 2 DEM et la modification des spectres
de dérivées secondes sont en faveur d’'une modification du réseau de liaisons hydrogéne
avec en particulier une possible réorganisation de structures de cis a trans.

Nous avons aussi mis en évidence le role crucial de I'épiderme en étudiant les peaux
dermatomeées : sans épiderme, les UV induisent une déshydratation drastique, et ce dés une
dose de 0,5 DEM.

Phase collagénique

Les parametres de dénaturation thermique du collagéene restent constants avec I'exposition
UV, ce qui implique une conservation de la matrice collagénique dans la peau abdominale
exposée. Les effets directs des UVs a ces doses d’exposition n’induisent pas de déstabilisation
ni de fragmentation de la phase collagénique. On retrouve un résultat similaire sur le derme

seul, non protégé par I'épiderme.

Cette conclusion est corroborée par les résultats vibrationnels, qui mettent en avant la
préservation de la fraction de collagéne dans la fraction totale de protéines du derme lors de
I'exposition de I'épiderme aux UVs.

Autres composants

La fraction de collagene dans le derme augmente au détriment de composants moins stables
aux UVs, qu’il reste a déterminer.

Nous n’avons pas mis en évidence une augmentation de la fraction de (GAG)s sulfatés avec

ce type d’exposition aux UVs.

Tableau récapitulatif des marqueurs de I'exposition ex vivo de la peau aux UVs
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Effet exposition
(sans épiderme)

Effet exposition
(avec épiderme)

Non évalué 1338/total +
IRTF
Non évalué Amide A/amide Il -
Eau totale-
ACD

Eau cristallisable -

Eau liée/eau cristallisable++

Tableau 17 : tableau récapitulatif des marqueurs du vieillissement intrinséque et extrinséque

On conclut donc que les effets directs de I'exposition UV sur le derme ex vivo ne conduisent
pas aux mémes modifications que I'exposition cumulée tout au long de la vie. Dans le cas ou

la peau ex vivo est exposée avec I'épiderme, trés peu de modifications sont relevées ; ce

modele ne parait pas pertinent pour simuler une exposition UV in vivo.
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Nous avons vérifié dans ce travail de these la capacité des trois techniques de caractérisation
(ACD, IRTF et CTS) pour extraire des informations reproductibles sur des biopsies cutanées
humaines extraites d'explant abdominaux, a I'état hydraté et lyophilisé.

Nous avons validé I'utilisation de la spectroscopie IRTF en mode ATR et la sur-résolution des
spectres pour obtenir I'empreinte digitale vibrationnelle du derme et des indicateurs
quantitatifs des différents constituants de ce tissu complexe.

En parallele, nous avons établi un protocole d’analyse ACD applicable a un grand nombre de
biopsies pour déterminer finement l'organisation hydrique de la peau via la quantification
de I'eau cristallisable et de I'eau non cristallisable et pour évaluer la stabilité thermique de la
phase collagénique.

L'adaptation de la technique CTS a I'étude de biopsies cutanées de faible diamétre et dans
différentes conditions d’hydratation a permis de sonder la dynamique des différentes
couches d’hydratation et la mobilité localisé et délocalisée des protéines du derme.
L'utilisation combinée de I'ACD et de la spectroscopie IRTF a confirmé la fiabilité du protocole

de conservation des biopsies prélevées dans le cadre de I'étude clinique.

Dans le cadre de I'étude clinigue menée sur la peau photo-exposée et photo-protégée des
sujets de 20-30 ans et de sujets agés de plus de 60 ans, nous avons pu relever différents

indicateurs du vieillissement intrinséque et extrinseque.

Nous avons d'une part mis en évidence une profonde modification de l'organisation
hydrique avec le vieillissement extrinséque ; la quantité d’eau totale et d’eau cristallisable
augmente au détriment de la quantité d’eau liée. Nous avons aussi montré que seul le
photo-vieillissement entraine la modification de la dynamique de I’eau cristallisable, et |'on
peut suggérer une ségrégation de phase eau en masse/matrice.

Ces données quantitatives sont a relier a la diminution de I'échogénicité du derme supérieur
dans la peau agée photo-vieillie, et a lI'accumulation de GAGs et d’eau non liée, non
fonctionnelle dans les zones élastolytiques.

D'autre part, I'évolution de la phase collagénique a pu étre suivie. La présence d’une fraction
de collagene stable thermiquement est relevée avec le vieillissement intrinséque, et
associée a l'augmentation de la densité de nceuds de réticulation stables, non réductibles
dans le collagene avec I'age, impliquant trés certainement le processus de glycation non

enzymatique.

165



Conclusion et perspectives

Une des autres conséquences majeures du photovieillissement, avec la modification de
'organisation hydrique, est la diminution significative de la fraction des collagénes
fibrillaires, qui s'accompagne d’une altération de son architecture en triple hélice. La
décroissance significative de la stabilité thermique moyenne du collagéne dans la peau
photo-exposée des sujets agés est en faveur d'une déstabilisation et/ou d’une fragmentation
des fibres de collagéne avec l'exposition cumulative aux UVs tout au long de la vie. Ces
résultats ont fait I'objet d'une publication [437].

Ces modifications se répercutent sur la dynamique du derme, et il est souligné que
I'amplitude de la mobilité localisée et délocalisée diminue avec le vieillissement

chronologique et que cet effet s'accentue avec I'action cumulée de I'age et des UVs.

Enfin une altération de la composition des GAGs est détectée avec le vieillissement
extrinséque, avec une probable augmentation de la fraction de GAGs sulfatés comme les CS

liés au noyau protéique du versicane dans les Iésions élastolytiques.

Dans la derniere partie de cette these, nous avons pu vérifier que I'organisation hydrique de
la peau n'était pas modifiée lorsqu'elle était exposée ex vivo a différentes doses d'UVs,
méme si des modifications mineures du réseau de liaisons hydrogene dans le derme étaient
détectées.

De la méme fagon, nous avons montré que les effets directs des UVs a ces doses
d’exposition sur la peau ex vivo n’induisent pas de déstabilisation ni de fragmentation de la
phase collagénique du derme. Une diminution de la quantité de certains composants qui
restent a identifier au profit de la phase collagénique, plus résistante, est notée, et seules
sont détectées des altérations mineures de la réponse vibrationnelle du derme sur les
spectres sur-résolus.

Nous avons aussi confirmé le role essentiel de I'épiderme, qui empéche la déshydratation
drastique du derme, qui se produit sinon des les faibles doses d'UVs (0,5 DEM).

Ce modele permet de conclure que les effets directs de I'exposition UV sur le derme ex vivo
ne conduisent évidemment pas aux mémes modifications que I'exposition cumulée tout au

long de la vie.

Pour contribuer a la compréhension des profondes différences retrouvées au niveau de
I'organisation hydrique et de la phase collagénique avec le photo-vieillissement du derme, il
serait nécessaire d'étudier grace aux protocoles élaborés I'évolution des indicateurs
précédemment déterminés dans différents modeles plus simples, comme la peau

reconstruite exposée aux UVs. Il serait aussi intéressant de pouvoir sonder grace aux trois
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techniques utilisées dans ce travail les constituants purifiés extraits de la MEC de la peau
photo-exposée, a savoir les collagenes de type | et lll et I'élastine, afin d'évaluer plus
finement dans cette MEC disséquée I'évolution des structures secondaires de ces protéines

et leur dynamique propre.

Enfin, I'ensemble des indicateurs obtenus en ACD, IRTF et CTS sur les séries de biopsies des
deux groupes d'age vont étre prochainement corrélées avec les indicateurs issus des analyses
protéomiques et glycomiques, de I'analyse Raman, des mesures de cutométrie et de
I'imagerie ultrasonore haute fréquence, afin d'identifier clairement de nouvelles cibles
cliniques impactées par le vieillissement intrinséque ou sous l'effet des Uvs.

L'ensemble de ces indicateurs pourra alors étre utilisé pour la recherche de nouveaux actifs a

visée anti-age ou protecteurs solaires.
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Annexe A (chapitre 1)

Dehydro-
lysinonorleucine
Deh-LMNL
— +lysine |- (1)
Intermoléculaire

Dehydro-
hydroxylysinonorleucine
— Deh-HLMNL
— +hydroxylysine | (2)
Intermoleculaire

Lysine

Allysine aldol
(2)

— +allysine &  Intramoléculaire

Figure 1 : voie de réticulation « lysine »

Figure 2 : détail de la réaction (2) de la voie « lysine » prédominante dans le derme adulte
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Figure 3 : formation du pontage Ne(y-glutamyl)lysine

Figure 4 : ligisons disulfures dans le collagéne de type Il

H R? F{ H
H 3 2 O
R = J 3
N—— ! \ WR
c,--“ \CFCHN--'—"'C/
Ho_ Il \" H A H |
Nﬁ\ 0 JrlC=G N H C=0
C=0------ H—N —
1 R C=0-----H—N
RN‘/CX l\' H1‘-.C"f \c/Rl‘
™ ~
H\ / TN / Ny
Figure 5: coudes 8 (type | et Il)
Figure 6: feuillet 8 anti paralléle Fiqure 7: hélice a
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Annexe B (chapitre 2)

Position (cm™) Indexation
3446, 3361, 3197 amide A v(0O-H) et v(N-H)
3066 vCH aromatique
2955 vas(CH3)
2922 vas(CH2)
2850 vs(CH3)
2827 vs(CH2)
1741 v (C=0) Ester
1632 amide | v(C=0)
1542 amide Il v(CN), 3(NH)
1464-1380 8(CH2, CH3) aliphatique, chaine latérale
1338 dw(CH2) proline spécifique collagéne
1282 8(CH3) spécifique collagéne
1240 amide Ill Spian (N-H)
1206 8(C-OH) Tyrosine spécifique collagéne
1164 v(CH2) Proline, Tyrosine
1086 v (C-0) protéine
1039 v(C-C), v(C-0), Phénylalanine, Sérine

Tableau 1 : indexation probable des bandes IR dans le collagéne

Position (cm™) Indexation
3275 amide A v(O-H) et v(N-H)
2929 v(C-H) étirement
1646 amide | v(C=0)
1604 vas (CO0)
1554 amide 11 & (N-H)
1411-1376 vs (COO’) et groupe acétyl-amino
1145 vas (COC) hétérosides
1072 v(C-OH) alcool Il
1033 v(C-OH) alcool Il et v(C-OH) alcool | (C6-O6H)

Tableau 2 : indexation probable des bandes IR dans l'acide hyaluronigue (HA)
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position (cm) Indexation
2954 vas(CH3)
2927 vas(CH2)
2866 vs(CH3)
2854 vs(CH2)
1744 v (C=0)
1464-1453 8(CHa, CHs)
1383-1361 §(CHs)
1261-1250 oC-H, pCH>
1179-1166 v(CO), COOR

Tableau 3 : indexation probable des bandes IR dans les triglycérides

|[—— derme—— épiderme

Abs

1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nombre d'onde (cm™)

Figure 1 : spectres IRTE/ATR d’une biopsie cutanée abdominale (face derme — face épiderme)

— P001 P002 —— P003

Abs

1 1 1 1 1
1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400

Nombre d'onde (cm'1)

Figure 2 : dérivées secondes des spectres IRTF de 3 biopsies cutanées abdominales, face derme

194



Annexes

Bande dérivée seconde (cm™)

Indexation

1696, 1691
1685, 1675, 1667

Feuillets B (antiparalléles)

Tours 3

1680 Feuillets B et tours 3
1663 Hélice 310

Amide |
1658 Hélice a-like
1656 Hélice a
1651, 1649, 1647 Désordre, hélice a
1642, 1638 (intra), 1633, 1630, 1627, Feuillets B inter et
1624, 1622, 1620 (inter) intramoléculaires

autre 1608 Chaines latérales

1587 Tours B
1550, 1552, 1555 Feuillets 3

Amide Il 1539, 1541, 1542, 1546 Hélice a
1537 désordre
1310-1270 Tours B
1310-1260 Hélice a

Amide IlI 1260-1230 désordre
1265-1220 Feuillets 3

Tableau 4 : indexation des minimas de dérivée seconde dans les protéines
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Figure 3 : spectre IRTF des effluents issus de I'analyse ATG a T= 80°C

Figure 4 : spectre IRTF des effluents issus de 'analyse ATG a T= 180°C

Figure 5 : spectre IRTF des effluents issus de I'analyse ATG a T= 225°C
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Figure 6 : spectre IRTF des effluents issus de I‘analyse ATG a T= 330°C
Ea AS
Tpol(°C) Tmax(°C) Logt Ea (eV) r2 (l1/mol) T(s) (1/mol/K)
-140 -130,42 -14,24 0,45 1,000 43,03 5,71E-15 33,89
-135 -123,87 -13,74 0,45 0,999 43,58 1,82E-14 23,87
-130 -117,97 -13,73 0,47 0,999 45,32 1,88E-14 23,29
-125 -111,69 -14,09 0,50 0,999 48,30 8,13E-15 29,92
-120 -105,27 -14,51 0,53 0,999 51,59 3,09E-15 37,63
-115 -100,67 -16,68 0,62 0,999 60,05 2,08E-17 78,98
-110 -97,33 -17,97 0,68 1,000 65,51 1,07E-18 103,50
-105 -92,62 -18,53 0,72 0,999 69,15 2,95E-19 114,00
-100 -87,87 -19,21 0,76 1,000 73,37 6,23E-20 126,71
-95 -82,91 -20,34 0,82 0,999 79,41 4,54E-21 148,26
-90 -78,70 -21,78 0,90 0,999 86,48 1,68E-22 175,51
-85 -75,72 -22,18 0,93 0,999 89,35 6,60E-23 183,13
-80 -68,42 -17,44 0,77 0,999 74,45 3,62E-18 33,88

Tableau 6 : Parameétres des processus élémentaires de type Arrhénius isolés dans le domaine des basses

températures — biopsie abdominale
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Tp

-150 -100 -50 0 50
T(°C)

Figure 7 : thermogramme CTS basse température de I’élastine pure hydratée a 67%

épaulements

I (PA)

T T T T T
-50 0 50 100 150
T (°C)

Figure 8 : thermogramme CTS complexe haute température du collagéne de type | lyophilisé
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%eau non
Biopsies fraiches %eau totale %eau cristallisable
cristallisable
1 59,8% 41,0% 18,8%
2 69,2% 39,8% 29,4%
3 65,0% 44,0% 21,0%
4 65,8% 42,1% 23,7%
5 66,3% 40,2% 26,1%
6 72,2% 42,4% 29,8%
7 66,0% 44,7% 21,3%
8 64,8% 41,1% 23,7%
9 65,4% 40,3% 25,1%
10 67,5% 41,2% 26,3%
moyenne 66,2%+1,01% 41,7%+0,51% 24,5%%1,13%
Biopsies conservées
1 69,8% 39,2% 30,7%
2 70,8% 39,0% 31,8%
3 65,2% 42,8% 22,4%
4 68,6% 46,1% 22,5%
5 71,1% 49,7% 21,3%
6 64,3% 43,3% 21,0%
7 68,2% 43,3% 24,9%
8 63,0% 36,4% 26,6%
9 68,2% 45,1% 23,1%
10 66,3% 44,1% 22,1%
moyenne 67,5%+0,79% 42,9%+1,22% 24,6%+1,22%

Tableau 7 : quantification des différents types d’eau des biopsies de peau abdominales fraiches et

conservées
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Biopsies . AH masse

K Tonset (°C) Tmax (°C) Tmid (°C) 1/(1/T)m (°C) .
fraiches séche (J/g)

1 70,6 73,8 73,5 73,7 5,7

2 67,9 70,9 71,6 71,9 13,3

3 68,8 70,8 71,3 71,7 9,1

4 68,6 72,3 72,5 72,9 13,9

5 69,7 72,6 72,4 72,8 14,4

7 67,1 68,9 69,5 69,9 5,9

8 68,2 72,1 72,4 72,9 10,1

9 68,5 71,5 71,7 72,1 8,4

10 69,1 71,6 71,9 72,5 11,5
moyenne 68,7+0,3 71,610,5 71,8610,36 72,2610,31 10,2+1,1
Biopsies

conservées

1 68,5 72,7 73,2 73,3 15,4

2 70,7 72,8 72,2 73,3 16,8

3 67,3 71,1 71,8 71,7 12,7

4 70,7 72,1 72,9 72,4 8,5

5 67,2 69,4 70,3 70,0

7 67,7 71,6 72,4 72,2 11,7

10 67,2 68,6 70,0 69,6 7,9

11 67,4 70,3 71,1 70,9 9,5
moyenne 68,3+0,5 71,1+0,5 71,7340,31 71,69+0,32 11,8+1,3

Tableau 8 : caractéristiques de I'endotherme de dénaturation des biopsies de peau abdominales fraiches et

conservées
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Annexe C (Chapitre 3)

JP JE AP AE

Figure 1 : aire [amide 1]/ aire [amide /1] pour les

quatre séries de biopsies

(U.A)

JP JE AP AE

Figure 3 : aire [1357-1327 cm™]/aire [amide I/Il]

pour les quatre séries de biopsies

(U.A)
.
.

JP JE AP AE

Figure 5 : aire [1271-1217 cm™]/aire [1750-1000

cm] pour les guatre séries de biopsies

(U.A)

JP JE AP AE

Figure 2 : aire [1482-1432 cm™]/ aire [1750-1000

cm] pour les quatre séries de biopsies

(U.A)
.
— .

JP JE AP AE

Figure 4 : aire [1357-1327 cm™]/aire [amide 1I]

pour les quatre séries de biopsies

= 1080/TOTAL

(U.A)
—a—

JP JE AP AE
Figure 6 : aire [1090-1071 cm™]/aire [1750-1000

cm] pour les quatre séries de biopsies
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(U.A)

JP JE AP AE

Figure 7 : aire [1042-1020 cm™]/aire [1750-1000

cml] pour les quatre séries de biopsies
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(U.A)

JP JE AP AE

Figure 8 : aire [1042-1020 cm™]/aire [amide II]

pour les quatre séries de biopsies




Annexes

Biopsies . . %eau non
Jeune-protégées (IP) %eau totale %eau cristallisable cristallisable

1 73,0% 51,4% 21,6%

2 71,4% 50,8% 20,6%

3 77,6% 48,1% 29,5%

4 73,1% 50,4% 22,8%

5 80,8% 56,1% 24,7%
moyenne 75,2%+1,7% 51,4%+1,3% 23,8%+1,6%
Biopsies

Jeune-exposées (JE)

1 69,1% 47,1% 22,0%

2 72,0% 46,4% 25,5%

3 68,1% 45,0% 23,1%

4 71,6% 48,0% 23,6%

5 78,3% 52,5% 25,8%

6 73,5% 51,5% 22,1%
moyenne 72,1%+1,5% 48,4%+1,2% 23,7%%0,7%
Biopsies

agé-protégées (AP)

1 79,2% 56,3% 22,9%

2 75,6% 50,9% 24,7%

3 79,6% 53,4% 26,1%

4 76,4% 53,4% 23,0%

5 71,5% 48,7% 22,8%

6 78,2% 53,7% 24,5%

7 73,5% 52,3% 21,2%
moyenne 76,3%%1,1% 52,7%+0,9% 23,6%+0,6%
Biopsies

agé-exposées (AE)

1 78,0% 59,4% 18,5%

2 77,9% 54,9% 23,0%

3 79,0% 57,8% 21,2%

4 75,0% 54,5% 20,5%

5 78,0% 54,4% 23,7%

6 75,0% 56,0% 19,0%

7 77,7% 56,6% 21,1%
moyenne 77,2%10,6% 56,2%10,7% 21,0%%0,7%

Tableau 1 : quantification des différents types d’eau des quatre séries de biopsies
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Biopsies AH masse
Tonset (°C) Tmax (°C) Tmid (°C) Tend (°C)
Jeune-protégées (JP) seche (J/g)
1 65,3 68,3 67,9 69,8 11,0
2 65,0 67,8 67,4 71,0 10,2
3 63,8 66,1 67,9 67,4 9,7
4 63,4 65,4 66,6 70,3 10,3
5 63,7 66,2 66,9 70,8 14,6
moyenne 64,210,4 66,710,5 67,310,3 69,910,6 11,2+0,9
Biopsies
Jeune-exposées (JE)
1 65,2 67,9 67,7 70,7 9,1
2 65,1 67,6 67,2 75,2 8,2
3 67,3 70,5 70,3 72,9 10,2
4 63,9 66,3 52
5 65,0 67,1 67,9 73,7 11,8
6 63,5 65,9 66,7 71,3 15,6
7 66,0 68,1 8,4
moyenne 65,1+0,5 67,610,6 68,0+0,6 72,7+0,8 9,8+1,2
Biopsies
agé-protégées (AP)
1 65,3 66,7 66,9 72,0 11,0
2 64,1 66,4 66,7 72,0 13,0
3 65,9 67,4 67,8 72,8 13,5
4 64,9 67,1 67,3 72,3 17,3
5 65,1 67,9 67,9 71,5 14,1
6 64,7 66,2 68,3 73,4 7,8
7 65,7 67,3 67,3 72,2 9,3
moyenne 65,1+0,2 67,00,2 67,410,2 72,3+0,2 12,741,2
Biopsies
agé-exposées (AE)
1 63,9 66,2 66,4 72,8 19,6
2 65,6 67,1 3,2
3 65,5 66,4 65,9 72,0 14,3
4 64,1 65,1 65,7 70,8 7,8
5 64,7 66,2 66,7 73,4 9,8
6 65,2 66,6 67,4 74,4 7,0
7 64,0 65,9 66,7 73,9 9,0
moyenne 64,7+0,3 66,210,2 66,5+0,3 72,9+0,5 10,1+2,0

Tableau 2 : caractéristique endotherme de dénaturation des quatre séries de biopsies
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I(pA)

I(pA)
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Figure 9 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série JP a I'état hydraté apreés

polarisation a -20°C

AP
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N
T

-140 -120 -100 -80
Temperature (°C)

Figure 11 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série AP a I’état hydraté apres

polarisation a -20°C

0.04

JP

-140 -120 -100 -80 -60
Température (°C)

Figure 13 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série JP a I’état lyophilisé apres

polarisation a 25°C
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Figure 10 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série JE a I'état hydraté apres

polarisation a -20°C
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Figure 12 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série AE a I’'état hydraté apres

polarisation a -20°C
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JE
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Figure 14 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série JE a I’état lyophilisé apres

polarisation a 25°C
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Figure 15 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série AP a I’état lyophilisé aprés

polarisation a 25°C
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Figure 16 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série AE a I'état lyophilisé apres

polarisation a 25°C
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Figure 17 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série JP a I’état lyophilisé apres

polarisation a 150°C
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Figure 18 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série JE a I'état lyophilisé aprés

polarisation a 150°C

AP

1 (pPA)

-50

Température (°C)

Figure 19 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série AP a I’état lyophilisé aprés

polarisation a 150°C
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Figure 20 : thermogramme CTS global des

biopsies de la série AE a I’état lyophilisé apres

polarisation a 150°C
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Annexe D (Chapitre 4)

Explants non %eau %eau %eau non Dénaturation en . .
, - N o Tonset (°C) | Ta(°C)

exposés totale cristallisable | cristallisable | matiére séche AH (J/g)

P001-Z200 70,3 49,1 21,2 12,7 69,8 72,7
P001-Z00b 69,7 50,8 18,9 13,3 72,5 73,9
P002-200 71,5 53,9 17,6 18,2 68,9 71,9
P002-Z00b 71,2 53,2 18 17,6 69,7 71,8
P003-200 69,4 51,2 18,2 14,1 72,3 73,4
P003-Z00b 72,9 57,1 15,8 20,2 70,2 72,4
moyenne 70,8+0,5 52,6+1,1 18,3%0,7 16,041,2 70,6£0,6 | 72,7+0,3

Tableau 1 : hydratation et parameétres thermiques des explants non exposés
Explants sous i .
. %eau %eau %eau non Dénaturation en
exposition L L . Tonset (°C) Ta(°C)
totale cristallisable | cristallisable matiére séche AH (J/g)
UVs (1DEM)
P001-201 68,1 49,1 19,0 18,4 72,5 73,4
P001-Z01b 71,0 52,0 19,0 13,8 70,0 72,0
P002-201 71,1 52,2 18,9 15,7 70,9 73,1
P003-201 72,4 51,7 20,7 14,3 72,3 74,7
P003-Z01b 69,5 53,9 15,6 17,9 67,7 71,1
moyenne 69,9+0,8 51,4+0,7 18,510,7 16,040,9 70,7¢0,9 | 73,1+0,5
Tableau 2 : hydratation et paramétres thermiques des explants exposés sous 1 DEM (Remarque:

P002-Z01b : la coupelle est mal scellée (non pris en compte dans la moyenne))

Explants sous

. %eau %eau %eau non Dénaturation en Tonset
exposition L L . Ta(°C)
totale cristallisable | cristallisable | matiére séche AH (J/g) (°C)
UVs (2DEM)
P001-202 69,7 49,7 20,0 16,1 71,0 72,7
P001-202b 77,1 55,8 21,3 14,8 70,3 72,0
P002-z02 65,4 47,2 18,2 9,4 79,8
P002-202b 67,5 50,1 17,4 15,5 68,6 71,1
P003-z02 70,9 54,1 16,8 16,9 69,2 72,5
P003-202b 68,7 49,7 19,0 14,1 68,9 71,6
moyenne 69,9+1,6 51,1+1,3 18,8+0,7 14,5+1,1 69,6+0,5 | 73,3t1,3

Tableau 3 : hydratation et paramétres thermiques des explants exposés sous 2 DEM
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Thesis summary

Skin aging and cumulative exposure to UVs within a lifetime affects a number of actors in the
extracellular matrix such as collagen, elastin, glycans and associated biomolecules
(metalloproteinases and their inhibitors, hyaluronidases, etc). The concentration, structure and
/ or distribution, and the hydric organization are modified by this phenomenon. All these
modifications result in a loss of function of the matrix and the clinical manifestations of
aging.

The aim of this thesis, carried out in collaboration with the Skin Research Center of Pierre
Fabre Dermo-Cosmétique, is to analyze the changes in the dermis and the hydric organization
within the matrix with age and under the effect of UVs to help the knowledge of skin
alteration under these conditions. Given the different scales to be explored - from Angstrom to
the micron - a combination of different techniques is necessary to reach the macromolecular
dynamics via behavior laws.

Firstly, we validated the use of infrared spectroscopy (FTIR), differential scanning
calorimetry (DSC) and thermostimulated Currents (TSC) techniques to analyze human
cutaneous biopsies. These techniques were proven to be suitable to scan the dermis over a
wide range of scales and to provide relevant information on the main macromolecules of the
dermis and the different water structures.

Then we studied the evolution of thermal, dielectric and vibrational signatures of the dermis
during chronological aging and photo-aging via a clinical study involving subjects from two
age groups (20-30 years and over 60 years). Markers of intrinsic and extrinsic aging have
been extracted from this work.

The evolution of these signatures was also studied in an ex vivo study on the effects of UV
exposure of dermis, leading to a better understanding of the different mechanisms involved in

chronological aging and photo-aging.
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RESUME

Le vieillissement de la peau et I’exposition cumulative aux UVs au sein d’une vie affecte un
certain nombre d’acteurs de la matrice extracellulaire, majoritairement le collagéne, 1’¢lastine,
les glycanes et les biomolécules qui leurs sont associés (métalloprotéinases et leurs inhibiteurs,
hyaluronidases, etc...) qui peuvent étre modifiés en terme de concentration, de structure et/ou
de répartition. L’organisation hydrique est également perturbée lors de ce phénomeéne et
I’ensemble de ces modifications aboutit a une perte de fonction de la matrice et a 1’apparition
de manifestations cliniques du vieillissement.

L’objectif de ce travail de these effectuée en partenariat avec le Centre de Recherche sur la
peau (Pierre Fabre Dermo-Cosmétique) est d’analyser les modifications du derme et de
I’organisation hydrique au sein de la matrice, avec I’age et sous I’effet des UVs, de facon a
mieux comprendre les altérations de la peau dans ces conditions. Compte tenu des différentes
échelles a explorer - de I’ Angstrom au micron -, la combinaison d’un ensemble de techniques
est nécessaire pour disposer de lois de comportement de dynamique macromoléculaire qui
permettent I’interprétation des résultats.

Nous avons tout d’abord validé D’utilisation de la spectroscopie infra-rouge (IRTF), de
I’analyse calorimétrique diatherme (ACD) et de la technique des courants thermostimulés
(CTS) pour analyser des biopsies cutanées humaines. Ces techniques se sont révélées
adaptées pour sonder le derme sur une large gamme d’échelle, et pour apporter des
informations pertinentes sur les principales macromolécules du derme et sur son organisation
hydrique.

Nous avons ensuite suivi I’évolution des réponses thermiques, diélectriques et vibrationnelles
du derme au cours du vieillissement chronologique et du photo-vieillissement via une étude
clinique portant sur des sujets de deux groupes d’age (20-30 ans et supérieur a 60 ans). Ce
travail a permis d’extraire des marqueurs du vieillissement intrinséque et extrinséque.
L’évolution de ces réponses a aussi €té suivie dans une étude ex vivo portant sur les effets de
I’exposition du derme aux UVs, afin de contribuer a la compréhension des différents

mécanismes mis en jeu lors du vieillissement chronologique et du photo-vieillissement.

MOTS-CLES : collagéne dénaturation, peau humaine, vieillissement cutané, organisation hydrique
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