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Introduction

Le Centre d’Etudes Nucléaires de Bordeaux-Gradigi@ENBG) est une unité mixte de
recherche dépendant de I'Université Bordeaux leefIN2P3, institut du CNRS dédié a la
physique nucléaire et a la physique des partic@les.travaux de recherche sont variés et vont
de la physique nucléaire proprement dite a des oh@a®alus appliqués tels que la détection

de faibles taux de radioactivité ou encore I'irded entre la physique et la biologie.

Dans le cadre d'un programme de recherches intgliligires basé sur l'utilisation de
microfaisceaux d'ions, le CENBG s’est doté d’unveduwaccélérateur électrostatique (3.5 MV
HVEE Singletron) délivrant des faisceaux d’ions faéle énergie (quelques MeV). Ce
dispositif expérimental de derniére génération gméss des caractéristiques qui autorisent la
production de faisceaux dions focalisés perforrmaet adaptés a des études dans des
domaines aussi variés que I'environnement, la sal@énucléaire, l'archéologie, les
matériaux... Cette plateforme a été inaugurée en 2@ juste avant mon arrivée au
laboratoire. Ainsi, sous la direction du Pr. Ph.r&tto au sein du groupe Interface Physique
Biologie — IPB, j'ai pu développer ces activitésrdeherche grace aux techniques d’analyses
offertes par cette plateforme ainsi qu’aux plat@®es de microscopies confocale et

électronique de l'université de Bordeaux 2.

Le groupe IPB est un groupe interdisciplinaire cospde physiciens et biologistes dont les
activités de recherche reposent sur le développeeteta mise en oeuvre de méthodes
physiques a partir de micro- et nanofaisceau d’'imnsrosonde/nanosonde nucléaires) afin
de répondre a des problématiques fondamentalggpbt@ees dans le domaine des sciences
du vivant. Initialement, le groupe IPB a développémicro-faisceau d’ions dédié a I'analyse
sous vide d’échantillons biologiques. Cet outil pet, avec une résolution sous vide de
'ordre du micrométre, de réaliser des cartographi@imensionnelles de la composition
chimique élémentaire et de la densité de I'échHantianalysé. Depuis quelques mois, une
nouvelle ligne de faisceau focalisé est en courgsl@esloppement. Ce nouveau dispositif
permettra d’atteindre sous vide une résolutionigigasub-micrométrique (<100 nm).

En paralléle, notre groupe a développé un dispasifiérimental qui autorise I'extraction a
I'air de ce faisceau d'ions (HeH") tout en conservant une résolution spatiale deliédu

micromeétre afin de réaliser des analyses ou desofri@adiations d’échantillons biologiques



d’intérét. Ainsi, un programme de recherche insmillinaire basé sur l'utilisation des
méthodes de biologie moléculaire et de ces instnisren physique a été initié.
Deux projets de recherche sont développés en @arale projet « CELLIRES » (micro-

irradiation cellulaire) et le projet <NANODERM » f{gnoanalyse d’échantillons biologiques).

Le projet <NANODERM » tire partie de I'expérience dotre équipe dans le domaine des
applications environnementales des microfaiscealiengl La ligne microfaisceau du
CENBG, encore appelée microsonde nucléaire, peenetffet de mettre en ceuvre un
ensemble de méthodes d’analyses quantitatives eartiegraphies chimiques basées sur des
interactions de type atomiques et nucléaires el@seprotons (H d’énergie variant de 1 a 3,5
MeV) et la matiérgMoretto, 1996) En particulier, la méthode PIXEP4rticle Induced X-ray
Emission permet une analyse chimique élémentaire avedimite de détection de I'ordre de

la ppm partie par million), et ce sur la majeure partie du tableau périadifrainéraux,
métaux de transition, éléments lourds toxiqu@sjretto and Beck, 2003)La technique de
diffusion RBS Rutherford Backscattering Spectromgtpgrmet de déterminer la masse de la
matiere organique des échantillons étudiés viataposition en carbone, azote et oxygene.
En combinant les informations fournies par les dméthodes, PIXE et RBS, il est possible
de mesurer trés précisément des concentrationenuigilts traces dans des tissus ou des
cellules. Enfin, la méthode STIMS¢anning Transmission lon Microscypgvele l'ultra-
structure du tissu étudié grace au contraste esitdematurel de I'échantillotMoretto, 1996)
L’intérét de ces techniques employées simultanéméside dans leur capacité a travailler a
I'échelle du micromeétre (et bientdt, a I'échelle gigelques dizaines de nanometres) sur des
coupes ou des cellules individuelles issues dei@itjui auront uniquement subit une phase
préparatoire de cryofixation-lyophilisation, évitainsi tout risque de contamination lié soit a

des fixations chimiques, soit a une inclusion ddgsrésines de synthése.

Le projet « NANODERM » représente l'intégralité men activité de thése et s'inscrit dans
la continuité des activités établies dans I'éqpant mon arrivee. Notre groupe travaille en
effet depuis plusieurs années sur des problématiti@es a la pénétration de la barriere
physiologique cutanée dans le cadre d’'applicatiems pharmacologie et en dermo-
cosmétique. Cette thématique nous a ainsi amersédesr études fondamentales, d’'une part
de la fonction barriere cutanée et, d’autre part’idéeraction des nanoparticules avec des

cellules épithéliales humaines telles que les kdaytes.



Le groupe a été impliqué dans un certain nombrecalaborations dans le cadre de
consortiums académiques (consortium européen « NMERM ») et avec l'industrie
(Institut de Recherche Pierre Fabre-Toulouse).

Le groupe IPB a participé au développement de rmsvenéthodes et outils d’analyses
(analyse par faisceau d’ions a haute résolutioniopoles de préparation d’échantillons
biologiques exposés a des nanoparticules). Leegtpdr analyse chimique par microsonde
nucléaire ont débuté il y a maintenant plusieurséas sur la peau humaine native issue de
biopsies. Elles ont été complétées par I'étude el peconstituém vitro. Les applications
développées sont : (i) I'étude de la diffusion déstances exogenes (Oxydes de métaux,
nanoparticules d’oxydes de titane) a travers laridrar cutanée (applications dermo-
cosmétiques) ; (i) 'aide au développement de resddiologiques d’'intérét (feuillets de
peau reconstituée, peau animale maintenue en spatecaractérisation comparée a la peau
native humaine; (iii) des études plus fondamentailgsdes peaux pathologiques ou altérées
artificiellement.

Pour ce projet, il m’a été accordé par le comigxgdérience de la plateforme AIFIRA 2 a 3
jours de faisceau par mois en moyenne. De plus anadre de la collaboration que nous
menons avec l'Institut de Recherche Pierre FaliR@K H. Duplan), jai participé : (i) a la
caractérisation des échantillons de peau d’ordélgporc maintenue en survie par analyse par
faisceau d’ions ; (ii) a I'étude de la diffusion debstances exogénes (oxydes d’aluminium,
nanoparticules d’oxydes de titane) a travers laridrar cutanée et les conséquences
potentielles sur I’'homéostasie ionique ; (iii) anase en place de ces mémes protocoles
d’études afin d’en disséquer les mécanismes cebglact moléculaires en combinant les
méthodes de biologie moléculaire et cellulaireestéthodes d’analyses physiques (analyse
par faisceau d’ions, microscopie confocale, micopse €lectronique,...). Ces travaux ont été
meneés conjointement sur le site du CENBG et durlboe IRPF situé a Vigoulet-Auzil,

(Castanet —Tolosan).
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l. Interaction Rayonnement - Matiere

1. Définitions

La matiére se présente communément sous trois:é&atile, liquide et gazeux. Elle se
définit par son volume, sa masse et sa composaiomique. Un atome est formé de
particules élémentaires: le proton (de charge et positive), le neutron (de charge
électrigue nulle), et les électrons (de chargettpe négative et exactement opposée a celle
du proton). Les protons et les neutrons formenhdgau de I'atome et les électrons les
couches électroniques qui I'entourent. Les élestsomt répartis sur différentes couches K, L,

M, N, O, P et Q, de la plus proche du noyau dua ploignée (Figure 1).

@LNOPQ

1A —

Figure 1 :Représentation schématique d’'un atomA& gauche, représentation d'un atome
d’hélium avec son noyau composé de 2 neutrons)(bfeprotons (rouge) et d'un nuage
d'électrons. A droite, le noyau en noir et lesatdghtes couches électroniques composant le

nuage électronique. 1 Angstrom="Tenétres.

L'atome comprend autant d'électrons négatifs quprdmns positifs. Il est électriquement
neutre. Les atomes peuvent s'agencer entre euXgrower des structures plus grosses et plus

complexes, telles que les molécules.
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2. Interactions ion-matiere et rayonnement matiére

Les interactions rayonnement-matiére et ion-matierivent respectivement les effets d'un
rayonnement eélectromagnétique (photons dans lesaides visibles, UV, rayon X ou
gamma) ou d’un ion (proton, ion hélium ou ion pimgrd) sur un atome ou une molécule.

Ces différents types d’interaction peuvent donrarea a des informations précises sur la

composition d’un matériau.

Rétrodiffusion élastique Diffusion élastique

Particules incidentes P[ojectiles transmis

Reéactions atomiques Réactions nucléaires
(émission X, e..)

Figure 2 :Exemples d’effets induits par l'interaction de peutes chargées avec la matiére

Les travaux réalisés durant mon travail de théselsasés essentiellement sur les interactions
d’ions, et plus particulierement de protons)(Hivec la matiére vivante. Les protons sont par
nature des particules chargées et peuvent inteaagit la matiére de différentes manieéres.
Sous l'effet des forces coulombiennes, ils intessgnt avec les particules chargées présentes
dans le matériau : les noyaux atomiques, et lesréles du cortege électronique.

Les protons peuvent donc ioniser les couches élagies des atomes qu’ils rencontrent. Un

photon X peut alors étre émis apres réarrangemeovidége électronique.
Lors de l'interaction avec le noyau atomique, lestqns peuvent étre diffusés élastiquement

et lorsque leur énergie est suffisante pour trareles barriere coulombienne du noyau, des

réactions nucléaires peuvent apparaitre.
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Parmi les nombreuses techniques d’analyse baséeldnseraction d’ions légers dans le
domaine en énergie du MeV, certaines sont pardiiient bien adaptées aux tissus vivants.
On peut citer les techniques d’analyses PDfar(icle Induced X-ray Emissipn RBS
(Rutherford Backscattering Spectrométey STIM Scanning Transmission lon Microscopy

Leurs principes et leurs applications sont présetiéds le paragraphe suivant.

3. Techniques d’analyses issues des interactions iomatiere

3.1. La technique d’analyse PIXE Rarticle Induced X-ray Emission)

Les rayons X ont été découverts en 1895 par W. gednta Wirzburg en Allemagne.
Pourtant, il a fallu attendre plus de 80 ans, aledaéveloppement de détecteurs de
rayonnement X a semi-conducteurs et la disporgbitle petits accélérateurs pour les
employer a des fins d'analyse chimique. En 197Qo8ansson pose les fondements d’'une
technique d’analyse qu'il dénomme PIXBafticle Induced X-ray Emissiorittéralement
Emission X Induite par des Particules). Il démoraesi que I'émission caractéristique du
rayonnement X produit lors du bombardement d’'unéni@t par des protons de quelques
MeV, peut étre a la base d’'une analyse élémenamatitative tres sensib{@ohansson, 1970 ;

Johansson, 1988)

La méthode PIXE est basée sur I'ionisation des lesiinternes (K, L ou M) de I'atome cible

par la particule chargée et sur la détection domagment X produit lors du réarrangement
électronique. L'électron €jecté laisse une lacusmesdes couches électroniques profondes, le
cortege électronique étant alors dans un étathilestn électron d’'une couche plus externe
vient alors combler la case quantique laissée taqaar I'électron éjecté. Deux phénomeénes
peuvent se produire : (i) soit 'émission d’un pimtdans le domaine du rayonnement X: on
parle alors de fluorescence X ; (ii) soit I'énergiceédentaire est communiquée a un électron

périphérique qui est éjecté : on parle alors d’émisAuger.
L’énergie du photon X émis étant caractéristiqud’ateme ionisé, il est alors possible d’en

déduire I'élément concerné. Selon ce processuspeut donc facilement remonter a la

composition chimique d’un échantillon étudié a pake I'analyse du spectre d’émission X
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Figure 3 : Principe de la technique PIXE a/ La particule incidente €jecte un électron des
couches profondes du nuage électronique, laissagt case quantique vacante. b/ Un
électron d’'une couche électronique supérieure @K pvient combler la case vacante, ce qui

se traduit par 'émission d'un photon X caractégste de I'élément

Les analyses réalisées au cours de ce travail @éke thnt été réalisées avec un faisceau
incident constitué de protons avec des énergiepisas entre 1 et 2,5 MeV, en fonction des
besoins. Les photons X émis ont été mesurés padéiecteur semi-conducteur haute
résolution de type Silicium-Lithium (Si-Li). L'éngie minimale des photons pouvant étre
mesurée par ce type de détecteur est de l'ordfiekd®/. Par conséquent, la technique donne
acces a tous les éléments dont le numéro de mmssEae est supérieur a 11 (Z >= 11, Na),

grace a la détection de la raie K, la plus éneggéti
L’'analyse par la méthode PIXE présente les avantag@ants :

C’est une technique qui est par essence non deégeutans la mesure ou 'atome émetteur

revient dans son état originel apres I'émissiorPAr ailleurs, le rendement de production de

rayonnement X (ou section efficace) est relativem&evé et lintensité de courant du
faisceau nécessaire peut rester faible (de I'oderé00 pA), limitant ainsi I'énergie déposée
dans I'échantillon. Une statistique suffisante palots étre obtenue aprés 1 heure d’analyse

pour faire une cartographie chimique sur une zo@ehdntillon sélectionnée.
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La techniqgue PIXE permet une _analyse multi-élémentadans le mode de détection en

dispersion d’énergie que nous avons utilisé, ungtaine d’éléments peuvent étre dosés au
cours de la méme analyse. Par ailleurs et malgedqaes variations de rendement de
production X en fonction de I'élément émetteurplapart des éléments de la classification

périodique sont accessibles.

Cl
18000 -
16000 - P
12]
é 14000 -
g Na S
S 12000 o
>
o
T 10000 o
ot
o)
IS 8000 - K
(@)
prd
6000 -
4000 4 Mg Si U
2000 -
Energie

Figure 4 :Caractére multiélémentaire de la technique PIXEpectre de fluorescence X d’'un
échantillon de peau avec la détection de tous léménts constitutifs de I'’échantillon de

numero atomique supérieur a 11, soit a partir ddiSon.

Sensibilité de la technigu€omme l'intensité du bruit de fond continu (dOeeasisllement

au rayonnement de freinage des électrons secosdaing au cours de l'analyse) est tres
réduite, la méthode PIXE est d'une trés bonne lsiitési(limite de détection pouvant
atteindre la partie par million ou ppm). Elle esr gonséquent bien adaptée au dosage des

éléments présents a I'état de traces.

Enfin, cette technique peut étre mise en ceuvre awefaisceau focalisé présentant une

résolution spatiale de l'ordre du micromeétre, ca permet d’obtenir des cartographies
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chimiques en balayant le faisceau de particulesgélea sur I'échantillon a la maniere d’'un

microscope électronique.

3.2. La technique d’analyse RBS (Rutherford Backsdarring Spectrometry)

La méthode d’analyse par diffusion Rutherford (RBS) une des méthodes d’analyse par
faisceau d’ions les plus utilisées en science datenmaux. Elle est basée sur I'étude de la
diffusion élastique (conservation de I'énergie tine et de la quantité de mouvement du
systeme projectile-cible) par interaction coulomibie entre le noyau du projectile et celui de
I'atome cible. Cette méthode est basée sur la me&Ruiénergie et du nombre d’ions rétro-

diffusés apres interaction avec les noyaux desesate I'échantillon.

Atome cible

Figure 5 :Principe de la technique RBSUne particule chargée de masse M1 et d’énergie
EO ressort d’'un échantillon avec une masse M1 etémergie E1. L’atome cible rencontré

est lui dévié avec une énergie E2 sachant que EZEB2

L’énergie des particules qui arrivent sur le déwecta un angle donné va dépendre
principalement de la perte d’énergie des particsédsn les deux phénomenes suivants.

() Les particules perdent de I'énergie lors de leassage dans I'échantillon, et ce aussi
bien a l'aller avant diffusion qu’au retour lorsglies émergent de ce méme échantillon. La
guantité d’énergie perdue le long de ce parcoussmtd du pouvoir d’arrét du matériau.

(i) Au cours de la collision, une partie de I'égier cinétiqgue du projectile est cédée au

noyau cible qui recule au cours du choc. Cetteepéddnergie dépend essentiellement des
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masses de I'atome cible et du projectile incideatrapport entre I'énergie initiale et finale du

projectile est appelé facteur cinématique.

Détermination de la masse de I'échantillba. mesure de I'énergie de ces particules rétro-

diffusées pour un angle de détection donné peatarsi directement reliée a la masse du
noyau diffuseur. Il est donc possible de détermieerombre de masse A des noyaux cibles.
En outre, la méthode d’analyse RBS est sensibla #opographie de I'échantillon. En
particulier, une étude des constituants en fonctienla profondeur de I'échantillon est

possible.

Détermination de I'épaisseur de la ciblee spectre RBS contient intrinséquement une

information sur la distribution en profondeur dé&&ngents constitutifs de la cible, du fait de la
perte d'énergie de l'ion incident lors du trajétraét de celle de l'ion diffusé lors du trajet
retour. Cette perte d’énergie permet de calcubgdisseur traversée connaissant le pouvoir
d’arrét de I'ion dans le matériau étudie.

Les pouvoirs d’arrét des particules légeres taljes les protons sont bien connus et sont
répertoriés pour chaque élément cible en fonctehéhergie des projectiles. Ainsi la mesure
de la perte d’énergie permet de connaitre I'éparsde I'échantillon analysé avec une grande

précision

3.3. Complémentarité des deux techniques

Les techniques d’analyses PIXE et RBS sont compiéures car elles permettent d’obtenir
des données quantitatives a la fois sur les élénmaajoritaires du matériau organique analysé
(C, N, O) et sur la composition chimique élémesetdie I'échantillon analysé (PIXE).

Le couplage de ces deux méthodes permet ainsiadiolites données exprimées en termes de
concentrations absolues sur 'ensemble des élémegdgsnts dans I'échantillon.

Une troisieme méthode vient compléter les techriglianalyse PIXE et RBS. Il s’agit de la
meéthode STIM littéralement microscopie ionique Ems$mission. Elle permet d’obtenir des
informations sur la structure de I'échantillon,s&pparente a la technique de microscopie

électronique a transmission.
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3.4. La technique d’analyse STIM (Scanning Transmgon lon Microscopy) ou

microscopie ionigque en transmission

La méthode STIM est basée sur la mesure du radentisnt (ou perte d’énergie) des
particules du faisceau. Cette perte d’énergie gsttément reliée a la quantité de matiere
traversée. Ainsi, I'énergie résiduelle des ionsngrais est mesurée par un détecteur a

particules de type semi-conducteur placé a 0° {élaedire dans I'axe du faisceau).

Aux énergies utilisées, le ralentissement des (onsperte d’énergie) est essentiellement de
nature électronique. La composition et la densié I'dchantillon jouent donc un réle
important car elles conditionnent le pouvoir d’ardd matériau. L’épaisseur de la cible
analysée est limitée par le parcours des protons ldamatériau (une centaine de micrometres
dans une coupe de tissu organique lyophilisé poarémergie de 2 MeV).

La géométrie de détection utilisée nécessite iigatilon de courants de faibles intensités, en
général quelques centaines a un millier d’ions garonde (courant inférieur au femto-
ampere). La détection des particules chargéesisicefau présentant une efficacité de 100%,
guelgues minutes d’analyse suffisent pour obtemér statistique suffisante.

La méthode STIM nous permet donc de cartographiec grécision les structures d’un

échantillon biologique sans aucune dégradatiorédidntillon.

Particules incidentes Particules transmises

A 4

Détecteur

Figure 6 :Principe de la technique STIMLes particules incidentes sont chargées et perden
de I'énergie en fonction de la densité du matétiaversé. Il est ainsi possible d’obtenir une

image en densité de I'’échantillon analysé.
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4. Le Vivant, un matériau particulier

Les étres vivants sont constitués d’organes eux enéomstitués de cellules, elles méme

composées d’organites cellulaires dont la struattitea fonction reposent sur des distributions
protéigues, des compositions et des concentratimmisues définies et contrblées. Cette

organisation biologique est complexe, hautementsirée et finement régulée et se retrouve
aux échelles : tissulaire, cellulaire et sub-call@. De plus, chaque tissu est différent et
comporte des spécificités propres a ses fonctetre au cours du développement et de la vie
de I'organisme biologique.

Les étres vivants sont constitués de macromoléaldes la localisation et les mouvements

sont fonction de leurs interactions avec les bi@nles voisines. Ces interactions résultent
avant tout des propriétés tres spécifiques desaulele biologiques dont la complexité nous

apparait trées grande, pour ne pas dire sans ligiitéon considére que les protéines qui

forment la trame de toutes cellules sont des mt#8atonstituées, a elles seules, de milliers
d’atomes.

A. Lavoisier a montré que les plantes et les animataient composés de carbone,

d’hydrogene, d’oxygene et d'azote. Mais depuislidee des éléments constitutifs des étres
vivants s’est considérablement allongée. 11 élésnmprésentent a eux seuls plus de 99.9%
de I'organisme entier : le carbone, I'’hydrogenexygene, I'azote, le soufre, le phosphore, le
chlore, le calcium, le magnésium, le potassiune sbldium. Il est aujourd’hui admis que dans

tous les organismes existent de maniere absolgenstante 28 corps dits « simples » : 13

métalloides et 15 métaux.

O 62.43% | CI 0.08 % | Al 0.001 %
C 21.15% | Na 0.08 % | Si 0.001 %
H 9.86 % | Mg 0.027 % | Cu 0.0002 %
N 3.1% | 0.014% | Mn 0.00005 %
Ca 19% | F 0.009% | Pb 0.00005 %
P 0.95% | Fe 0.005% | Se 0.00002 %

0.23% | Zn 0.002% | Co 0.000003 %
S 0.16 % | Br 0.002 % | Mo 0.0000005 %

Figure 7 Composition chimique élémentaire du corps humdgtiaprés Hack). La somme de
tous les composants atteint 100%.
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Les principales applications de la microanalysel@aie dans le champ de la biologie
cellulaire concernent le métabolisme des élémeméses (Fe, Cu, Zn, Se.), la

physiopathologie de I'équilibre minéral intracedlite (Na, Mg, Cl, K, Ca) et la toxicologie

des ions métalliques (Al, Hg, Pb..Lidh, 1990 ; Watt, 1993

Les méthodes d’analyse par microfaisceau d’ionst g@ammi les rares techniques qui

permettent d’obtenir des données quantitatives kg compositions élémentaires

d’échantillons biologiques, avec une résolutiorigttant le micromeétre (um). De plus, elles
permettent une conservation de la structure bi-dgiemnelle du tissu analysé ainsi que la
répartition des ions au sein de I'échantillon. i@ss ont un rdle majeur dans la physiologie
humaine. En effet, et pour exemple, le calciumcestsidéré comme I'ion majeur dans les
voies de transduction au sein des cellules. Leiwalgoue notamment un role dans la
fonction barriére cutanée avec une répartition $ouse de gradient au sein de I'épiderme. Il
apparait donc nécessaire de pouvoir étudier lebuktsane des ions dans des échantillons

biologiques afin d’améliorer la compréhension dund®vivant.

L’analyse d’échantillons biologiques par microf@igna d’ions nécessite une

préparation_relativement simple et non spécifiques échantillons une fois prélevés sont

cryofixés puis déshydratés car I'analyse par masgkau d’ions se réalise sous vide. Ce
protocole de cryofixation/lyophilisation permet geéserver la structure et la composition
chimique élémentaire de I'échantillon biologiquealgsé. L'épaisseur des échantillons ne doit
cependant pas dépasser quelques dizaines de matnome conserver les aspects quantitatifs
de l'analyse (freinage des ions incidents dansdénau). Des coupes sériées a l'aide d’'un
cryo-microtome permettent généralement d'obtenis deupes fines, a tres fines, des
échantillons (de l'ordre de 10 a 20 um d’épaissellirest important au cours de cette
procédure de ne pas altérer la structure de I'ddloenet d'éviter toute introduction de
contaminants sous forme de résidus organiques né®siTissue Tek), métalliques
(poussieres,...).

5. Les différentes procédures d’analyse

D’une maniére générale, les échantillons biologigpeuvent étre analysés par un ensemble
de techniques d’analyse et d'imagerie qui sontgu&es, de maniére non exhaustive, dans le
paragraphe suivant. Les avantages de chaque teehsuqt présentés et discutés.
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La microscopie en contraste de phasdmaginé en 1930 par le Hollandais F. Zernike, le
microscope en contraste de phase permet d'étudgercellules vivantes, sans devoir leur
infliger une coloration, et a valu a son concept&urprix Nobel 1953. Alors que la
microscopie en lumiere ordinaire nous montre |Ié®mdinces de teintes de gris (de couleur)
entre un objet et son milieu, la microscopie entreaste de phase transforme la différence de
phase en intensité de gris permettant ainsi dedesrobjets autrement invisibles. Un objet
incolore et transparent d’'indice de réfraction éhyi’épaisseur (e) dans un milieu incolore et
transparent d’indice de réfraction (n’) est a peaspinvisible en microscopie en lumiere
visible, sauf si le bord de I'objet produit unefdittion importante. Dans ces conditions, un
rayon lumineux qui traverse I'objet suit un cherdifiérent de celui qui traverse uniquement
le milieu on dit alors que I'objet a une différertr phase. Dans un microscope a contraste de
phase, deux dispositifs, appelés anneaux de pbaseplacés I'un dans le condensateur (le
systeme optique qui focalise la lumiere sur I'Qbgtl'autre dans I'objectif. Quand le bord
d'une structure produit une diffraction suffisariéelumiere qui le traverse subit un déphasage
par rapport aux autres rayons lumineux. Les anndi#ttent ces rayons déphasés et il en

résulte sur I'image un contraste accentué delatste.

La microscopie en épifluorescence et/ou confocalkes techniques et les outils actuels
autorisent aussi bien [l'observation d’échantillobglogiques vivants ou fixés. Des
mécanismes biologiques peuvent étre suivis patelimédiaire de molécules fluorescentes
spécifiques, soit naturellement (exemple lipofusgisoit par le biais de fluorophores, ce qui
limite en pratique le nombre de phénoménes poldtaatsuivis simultanément.

Les méthodes spectroscopiques d’émission moléeulffiuorescence, polarisation de
fluorescence, phosphorescence, chimi- et biolurogres), qui correspondent aux processus
de désactivation des états excités, sont tresnage utilisées aujourd’hui pour I'étude de
milieux de complexités diverses (systémes molémgdaiorganisés, milieux biologiques,
polyméres, etc.). Parmi les méthodes physiqueseabtigation des milieux biologiques, la
fluorescence, de par sa grande sensibilité d’aeadisses résolutions (spectrale, spatiale,
temporelle et d’orientation) offre des possibilitéss intéressantes en biologie pour I'analyse
de cellules ou de tissus. La microscopie de fluumese présente I'avantage de s’affranchir de
nombreuses contraintes liées a la fluorimétriesadp® (concentration de la sonde, densité
cellulaire faible, étude et visualisation a I'édbeatellulaire). De plus, il s’agit du seul moyen

d’investigation actuel ayant une résolution spatmiffisante pour préciser la distribution de
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la sonde fluorescente, puisqu'’il recueille les aignde fluorescence émis au niveau local du
lieu d’incorporation des sondes.

Au cours de la derniére décennie, les progrés tdobigues ont permis de déplacer I'analyse
globale d’'un échantillon vers des volumes de plaspkis petits, via les techniques de
microscopie (microscopie confocale) et ce jusqi@irrdre pratiquement I'observation d’'une
molécule unique (corrélation de fluorescence). Lisemen oeuvre récente de nouvelles
méthodes en microscopie, reposant sur les propnété linéaires de la lumiére, en particulier
en mode multiphoton ouvre de nouvelles perspecines I'imagerie de la cellule vivante
dans des conditions d’observation plus proches dédlité physiologique.

Le principe du microscope a fluorescence est dilher I'échantillon fluorescent a une
longueur d’onde absorbée par le fluorochrome etedeecueillir que la lumiére correspondant
a la fluorescence réémise, grace a lutilisation fd@es et de miroirs spécifiques.
L’illumination de I'objet fluorescent dans son amtiprovient généralement d’'une lampe a
vapeur de mercure produisant la plupart des lonmguéionde visibles. Cependant, les
molécules de fluorochrome présentes en dehors alu ¢ mise au point sont également
excitées et émettent de la lumiere qui vient treubimage, diminuant ainsi le contraste et la
résolution spatiale. Pour s’affranchir des problentkinterférences liés a cette lumiere
parasite associée au phénomeéne de diffraction, dgproches technologiques ont été
développées sur la base (i) d'une configurationgopt confocale particuliere avant I'étape
d’acquisition des images 2D de fluorescence (maope confocale a balayage laser en
particulier) (i) de la microscopie conventionnefleivie d’une étape de traitement d'images
par déconvolution (microscopie a sectionnemengopti déconvolution).

Parmi les méthodes de microscopie a sectionnenpigue qui permettent I'observation
d’une cellule entiere par coupes optiques successigrizontales selon I'axe optique vertical,
la Microscopie Confocale a Balayage Laser restedanique de référence pour visualiser des
échantillons biologiques en trois dimensions fogsant des images de haute résolution, en
éliminant la lumiere parasite. L'illumination dué&pmen par la lumiére laser, ainsi que la
détection du signal sont réduites a un point, geatetilisation de deux diaphragmes (champ
et détecteur) de faible diametre. Ces deux diapheagsont situés dans les plans confocaux
c’est-a-dire gu’ils sont tous deux conjugués awn mla mise au point dans l'objet. Ainsi, la
lumiére émise hors du plan de mise au point nidtieas le détecteur et seuls les objets situés
dans le plan de mise au point contribuent a latdatisn de I'image. La géométrie de
l'optique confocale trouve son avantage indéniaktle la microscopie de fluorescence

conventionnelle en discriminant les plans en deldorglan focal. Le diamétre de la zone
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illuminée étant tres petit (0.8m), la constitution de I'image totale de I'objetceésite de
balayer le faisceau laser point par point sur Boble déplacement selon 'axe axial (z) est
réalisé grace a une platine motorisée (moteur ppass faisant varier le plan de mise au
point, ce qui permet d’obtenir une série de cowpgiues appelées séries Z).

Un empilement par projection de sections optiquesuait a une image reconstruite en 3D,
dont la résolution spatiale est limitée par la hétsan (résolution maximale théorique d =
0.613/NA avec NA l'ouverture numérique de la lentille Kebjectif et X la longueur d’onde

utilisée).

La microscopie électronique Le premier prototype de microscope électroniquété
construit en 1931 par les ingénieurs allemands &sk& et M. Knoll. Un microscope
électronique utilise un faisceau d'électrons pdluminer un échantillon biologique et en
créer une image avec des résolutions spatialesoddre de 2 a 5 nm, sur des coupes
d’échantillons ne dépassant pas 500 nm d’épaissgette méthode permet I'étude de la
morphologie, de la structure et/ou de la compasitiiorganelles intracellulaires. Cependant
les méthodes de préparation classiquement utilisasssitent une préparation spécifique des
échantillons avec une phase de cryofixation, urss@lie substitution et de solidification par
des résines organiqudsutilisation de résine a le grand désavantaggplorter de la matiere
organique exogene a I'échantillon et peut égaleraeoit un impact sur I'intégrité d’éléments

sub-cellulaires ou sur la distribution de constitsalémentaires, tels que les ions.

L’analyse SIMS ou spectrométrie de masse des ionscendaires(SIMS : Secondary lon
Mass Spectrometry). L'imagerie par spectrométriendsse d'ions secondaires est basée sur
I'émission de particules secondaires, a partirgiedques premieres couches d'atomes (1-2
nm) de la surface d'un échantillon solide, sodfet'eu bombardement par un faisceau d'ions
primaires tres énergétiques. Sous l'impact, leésolies chimiques sont rompues et les atomes
ou des combinaisons d'atomes sont libérés, so#t Emme neutre, soit sous forme chargée
(ions). Ces ions peuvent étre collectés et focakatis forme d'un faisceau secondaire jusqu'a
I'entrée d'un spectromeétre de masse ou les iortsalans étre triés en fonction de leur rapport
masse/charge. L'ensemble du systéme est maintersuusia-vide (1§ & 10'° Torr). Le
principal domaine d'applications de cette techniguéside jusqu'a présent dans la
microanalyse d'échantillons minéraux (géologie, athéigie, science des semi-

conducteurs,...).
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Le Nanosims 50, qui constitue la derniére générati® microsonde ioniquElodzian, 1992 ;
Hillion, 1993), possede des atouts qui permettent d'envisager maiadions biologiques
jusque-la inaccessibles. Ce microscope est coastitune source d'ions primaires, d'un
spectrometre de masse et d’'un systéme de déteti@® il présente les caractéristiques
nécessaires a I'examen d’échantillons biologigaesavoir : (i) une haute résolution latérale
(<50nm en césium et150 nm en oxygene), (ii) une détection parallélectw images
ioniques distinctes provenant d'un méme micro-veludianalyse et permettant une
superposition parfaite des images et une mesum@spréles rapports isotopiques, (iii) une
excellente transmission des ions secondaires méma@tgpouvoir séparateur en masse (60%
a M/AM = 5000), (iv) une possibilité d’observation opt&yde I'échantillon dans la chambre
d’ionisation pour localiser les zones d’intérét) (ine compensation des charges pour les
échantillons isolants (en mode "ions secondairgatifé”).

Cependant cette méthode relativement récente gihalé reste peu utilisée en routine. Elle
permet le dosage du contenu isotopique et élémerdas échantillons étudiés par ablation
progressive de la surface analysée, mais s’avéatetoent destructive et nécessite de plus

I'utilisation d’échantillons standards pour la na@lieation des résultats.

L'analyse par rayonnement synchrotron Elle donne des informations sur la composition
interne de I'échantillon via I'analyse du specteefiliorescence X, et permet d’'atteindre des
résolutions de l'ordre de la centaine de nanometth®e microsonde par rayonnement
synchrotron X est schématiquement constituée daiscéau incident de rayonnement X
produit par une source de lumiére synchrotron,' @ dysteme optique de focalisation des
rayons X. Quatre types d’éléments optiques peugamrt employés pour la focalisation de
rayons X durs (6-30 keV) : des lentilles diffraetsv(dites lentilles de Fresnel), des lentilles
réfractives composées (Compound Refractive Lens#s3, miroirs de focalisation en

configuration type Kirkpatrick-Baez (KB) et des &sbcapillaires en verre. La résolution
spatiale varie entre 100 nm et quelques micromeineg®enction de I'’énergie du rayonnement
incident et des caractéristiques des optiquesaidisation.

La fluorescence X induite par rayonnement synchro(6XRF, Synchrotron Radiation X-ray

Fluorescence) est une meéthode d’analyse non deg&uparfaitement adaptée a la

caractérisation qualitative et quantitative d’él@tsechimiques en faible teneur (sensibilité
10" g). Le haut flux et la faible divergence du rayement synchrotron peuvent étre
exploités en réduisant la taille du faisceau a desensions (sub)micrométriques pour

limagerie a haute résolution spatiale. En outiaydorption des photons X par un élément
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chimique donne lieu aux techniques spectroscopid&FS Extended X-ray Absorption
Fine Structurg et XANES -ray Absorption Near Edge StructyireLa spectroscopie
XANES permet la caractérisation des états d'oxypmatides éléments. De plus, le
rayonnement synchrotron peut étre utilisé directemmur des cellules hydratées mais
cryofixées.

Cependant la complexité et les difficultés d’'acéese type d’expériences limitent ses
applications a des études en routine et sur letiermge. Seules des études tres pointues et trés

spécifiques peuvent étre réalisées sur ce typésgeditif. (Ortega, 2005)

La microanalyse nucléaire(ou analyse par faisceau d’ions) présente dedanelogies avec
les techniques par rayonnement synchrotron. L'étel& perte en énergie des ions transmis
(STIM : Scanning Transmission lon Microscdpgonne acces d'une facon directe a une
image en densité de [I'échantillon. La technigue RMBSutherford Backscaterring
Spectrometry donne acces quant a elle a la masse organiquiedawentillon analysé.
Associée a une technique d’émission de rayonnemde(RIXE : Particle Induced X-ray
Emission les intensités de fluorescence peuvent étre aosnalisées afin d’obtenir des
concentrations emg/g, et ce d'une facon directe, sans l'intermédialfétalons. L’'aspect
multi-élémentaire et la sensibilité (de I'ordre dg/g) de la technique PIXE se présentent
comme des avantages certains. Du point de vue peéfaration des échantillons, bien que
'analyse sous vide interdise I'utilisation d’échilans biologiques hydratés, ceux-ci peuvent
étre traités par cryofixation puis lyophilisatiar® qui permet de préserver I'intégralité de leur
structure a I'’échelle microscopique. L'épaissels @ehantillons est notamment limitée par le
parcours des protons dans la matiére, soit quelcprgaines de micromeétres d’épaisseur pour

des amas cellulaires déshydratés.
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Il Microfaisceau d’'ions

Afin d’étudier des matériaux biologiques, il s'agénécessaire d’obtenir des résolutions

submicroniques. C’est pourquoi 'utilisation du nafaisceau s’avere d’un intérét particulier.

1. Les microfaisceaux

Comme son nom l'indigue, un microfaisceau d’ions s faisceau de particules chargées

focalisé pouvant atteindre une taille de I'ordrengiarometre.

Les ions sont générés par une source puis acc€jérés a un accélérateur de particules. Par
la suite, I'application de systemes de collimatifotalisation, sélection d’énergie permettra

d’obtenir un faisceau d’une taille de 1 um qui deakayé sur I'échantillon a analyser.

Accélérateur

Production / Sélection d’énergie / Focalisation / Interaction sous
accélération des Collimation/ Balayage vide /
particules Récupération

des données

Figure 8: Principe de fonctionnement d’un microfaisceau @d'ns.

La premiere ligne microfaisceau focalisée a ételbppée a Harwell, Royaume-Uni, en 1972
(Coockson, 1972)Le faisceau de proton était alors focalisé a wielle de 4um a l'aide de
lentilles quadrupolaires magnétiques.

Depuis, un grand nombre de laboratoires se soripé&sjae microfaisceaux d’ions et il en
existe aujourd’hui plus d'une soixantaine dans lende. Dans la majorité des cas, les
faisceaux incidents de particules chargées, gé@maealt des protons de 1 a 3,5 MeV, sont
produits par de petits accélérateurs (accélératdaetrostatiques). Parmi ces installations,
seules quelques unes sont utilisées pour la rdehdsmmeédicale comme c’est le cas au
CENBG aupreés de la plateforme AIFIRA.
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2. La ligne microfaisceau AIFIRA

Le dispositif du CENBG présente un faisceau deiqudes focalisé qui permet de réaliser des

analyses par faisceau d’ion et de I'imagerie d’@@étrchimique a I'échelle micrométrique

—Source
dions

Y

‘
Q

Aimant
d'analyse

P
=o — —=EEE
Collimateur Collimateur Lentilles magnétiques Plagues de Chambre
objet de définition de focalisation balayage d'analyse

Figure 9: L’accélérateur de la plateforme AIFIRA.

2.1. L'accélérateur SINGLETRON de la plateforme AIHRA

L’accélérateur disponible sur la plateforme AlIFIRAt de typeSingletrod™ 3.5 MV, une
machine électrostatique simple étage fournie pasolestructeur HVEE The Netherlands
Cet accélérateur développé pour des applicatioossséant une trés grande stabilité en
énergie associée a des brillances de faisceauesl®@at particulierement adapté a I'obtention
de micro- ou nano- faisceau. La brillance permeteffiet de collimater fortement ces
faisceaux tout en gardant des flux de particulgmmants. La stabilité en énergie quant a elle
permet de limiter les aberrations dans les optigleef®calisations.

L’accélérateur installé est équipé d’'un génératiutension purement électronique (de type
Cockroft-Walton) qui permet d’atteindre une résiolntAE/E de I'ordre de 2.18) ce qui se
fait, actuellement, de mieux dans le domaine. Umace d’ions de type RF optimisée en
termes de « faisceaulogie » produit les iongpdotons), D (deutons) et He(hélium). Aprés
accélération, la gamme en énergie accessible d'éen0,3 a 3,5 MeV. La machine est
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horizontale et la ligne primaire, constituée d’'umant d’analyse ainsi que d’'un aimant de

commutation, permet d’injecter le faisceau de palis dans la ligne de faisceau d’intérét.

2.2. Dispositif de focalisation

A la sortie de I'aimant d’analyske microfaisceau d’'ions est réduit a une taille nocétrique
grace a la combinaison de dispositifs de collimma&bde focalisation.

Le systeme de focalisation présente des caracjéest similaires a celles d’'un systéme
optique centré. Quatre lentilles quadrupdlaires matigues couplées deux a deux en un
quadruplet de type Dymniko@ymnikov, 1965) donnent I'image d’'un collimateur objet situé
5.4 m en amont sur la ligne. L’intérét majeur detygge de configuration pour les lentilles
focalisantes (appelé systeme orthomorphique) epr@genter une symétrie cylindrique avec
des facteurs de grandissement égaux dans les pptaizontal et vertical. L'utilisation de
collimateurs objets circulaires permet donc d’obteme forme de faisceau circulaire sur
cible. La divergence angulaire du faisceau esttéiena I'entrée des lentilles focalisantes par
un diaphragme d’ouverture. Différentes ouvertu@m® siccessibles permettant de limiter les
aberrations optiques dues aux particules pénédeard les lentilles magnétiques loin de I'axe.
L’ensemble du dispositif de focalisation (lentillesdiaphragme) est supporté par un banc
optique en granit massif afin de limiter les vibyas mécaniques parasites pouvant affecter la
résolution spatiale du faisceau.

Le facteur de grandissement de la microsonde duBtEMst de 1:10. Les collimateurs
objets couramment utilisés ont un diametre varind a 5Qum ce qui permet d’obtenir (en
se limitant au premier ordre d’aberrations) delfeade faisceaux comprises entre 0.5 girb

dans le plan focal.

Depuis le transfert de l'activité sur la platefordl-IRA, les performances du dispositif ont

éetée améliorées en termes de résolution spatialetedsité de faisceau, de stabilité dans le
temps et de fiabilité. Cela est non seulement kiicaélérateur lui-méme, mais également a la
structure du batiment spécialement étudiée poterétaute perturbation extérieure en termes
de vibrations mécaniques ou de contrainte thermigase lignes de faisceau focalisées (la
microsonde ainsi que la future nanosonde) sontffeh @acées sur une dalle trés rigide et
massive de 200 tonnes montée sur des pieux anchss raetres de profondeur sur le

substratum : elles sont ainsi mécaniquement isaléesste du batiment.
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2.3. La chambre d’analyse sous vide

En configuration analyse et cartographie chimides, échantillons a analyser sont placés
dans une chambre d’analyse sous vide. Cette eacgnsitue dans la partie terminale de la
ligne microfaisceau et est équipée de différentsaiéurs (particules, photons X).

Deux microscopes optiques permettent de visualisehantillon : I'un, en transmission,
présente un fort grandissement (x 100) et est éotupine caméra haute sensibilité ; I'autre en
visualisant I'échantillon par I'avant, permet dedtuer un positionnement précis. La position
et la forme du faisceau peuvent étre visualiséggmps réel en positionnant un scintillateur

mince (CaF2) dans le plan de focalisation desllestmagnétiques.

Selon la technique utilisée pour I'analyse, diffées configurations des détecteurs sont
possibles. Ainsi, pour les analyses couplées PIRIBS, deux détecteurs sont utilisés : une
jonction Si(Li) pour détecter les photons X et udtedteur en Silicium implanté pour la

détection des particules rétrodiffusées. Il estledgant possible d’'effectuer des images en
densité de I'’échantillon par microscopie ioniquetramsmission (STIM) grace a un détecteur

en Silicium implanté, placé dans I'axe du faisceharriere I'échantilloriMoretto, 1996)

2.4. Acquisition des données

L’acquisition est une procédure qui gére quatrbaadifférentes : le contréle du balayage, la
collecte des données, leur mise en forme en ligeafen leur mémorisation.

Les données stockées en fin d’acquisition sorie§)énergies de diffusion des particules et
I'énergie des photons X détectés, (ii) pour chaéguenement détecté (particule ou photon X)
la position du faisceau lors de I'impact sur ldeifu échantillon analysé)

2.4.1. Le systeme de balayage
Le balayage de la cible (échantillon) se fait ppiat point en suivant une succession de lignes
horizontales. En partant d’'un point d’origine, (), le faisceau va parcourir la cible de ligne

en ligne avec un balayage en « zig-zag ». La dista@parant 2 points d'une méme ligne ou

d’'une méme colonne est appelée pas. Le nombre edléaur des pas sont fixés lorsque
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I'expérimentateur détermine les dimensions de leeza analyser (de 10 x 10 fid@ 2 x 2

mnT). Le nombre maximal de pas est fixé arbitrairenaeh®8.

yn

(X0, yo) —> @00 0-0-0-0-@
0000009

pas
-0-0-0-0-0-0-9
00060000
0000009

® 000600600 (xY)
0006060090
*-0-0-0-0-0-0-0

> X

pas

Figure 10 Principe de balayage du microfaisceau sur I'échdtan.

Pendant le balayage du faisceau et pour chaqué gionpact de ce faisceau, les énergies de
diffusion et des photons X ainsi que la positionfaiaceau, caractérisée par un couple (x, y),
sont mémorisées évenement par évenement sous tbumdichier « liste » (Ee, X, y). Ces
données peuvent étre traitées de deux faconsetitiEs : soit en fonction des énergies ce qui
permet d’obtenir les spectres en énergie PIXE & RBit en fonction du couple (X, y) ce qui
permet alors de construire les cartographies éléames (matrices bidimensionnelles) ou le
nombre d’événements point par point est reprégmrténe échelle de couleur.

Une vitesse de balayage rapide permet d’évitercéhl®&s biologiques de subir des dommages

sous I'impact du faisceau d’ions dus a une augntientde la température de la zone irradiée.
(Llabador, 1990)

2.4.2. L’acquisition des données

L’ensemble des événements détectés (k. Ex, X, y) au cours de lI'analyse est stocké sur la

mémoire de masse du systeme sous forme de fichdgnes I'acquisition, ces fichiers
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peuvent étre retraités afin d’obtenir des résulgaisntitatifs. Au cours de chaque analyse, il
est possible de suivre I'évolution des spectresERsKRBS ainsi que la construction de quatre
cartographies élémentaires. Pour cela, a la fiohdgue balayage, tous les événements qui se
sont produits sont triés en énergie ou en posii@riacon a incrémenter les spectres et les
cartographies. Ainsi, le rafraichissement des sgeet des cartographies se fait aprés chaque

balayage.

2.5. Traitement des spectres X

Le programme Gupix a été mis au point a l'univérsie Guelph au Canag@ampbell, 2000).
Les spectres de fluorescence X sont traités setism détapes successives qui permettent: (i)
I'identification des raies X caractéristigues ser dpectre ; (i) la simulation du spectre
expérimental ; (iii) la détermination de la concatibn (en masse surfacique) des différents

éléments constitutifs de I'échantillon.

2.5.1. Identification des « pics »

Apres l'acquisition des données expérimentalesspestres de raies X dont nous disposons
sont exprimés en nombre d'évenements (nombre déomphoX détectés) par canal. Les
spectres sont codés sur 1024 canaux, chaque aamesmondant a un intervalle d’énergie
donné. Un simple étalonnage permet d’exprimer pEctses en fonction de I'énergie des

photons X.

2.5.2. Calcul des concentrations dans le cas deled®minces
Dans le cas d’une cible mince, il est possiblealeuter la surface Ad’un pic sur le spectre,
correspondant a une raie particuliere d'un élénmedbnné. Pour un nombre de particules

incidentes défini par Q/e et une masse surfaciqagevi g/crf) de I'élément recherché dans

la cible :

g, est I'efficacité de détection pour le rayonnenutecté
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Q est la charge mesurée en Coulomb

E la charge de I'électron en Coulomb

Q l'angle solide de détection en stéradians

o, la section efficace de production de la raie Xsidérée (en cf)
Ao le nombre d’Avogadro

Az le nombre de masse de I'élément n

En pratique, la surface de la raie X considéréemesturée, ce qui permet de déduire de la

relation ci-dessus la masse surfacique de I'élémsaierché.

2.6. Traitement des spectres RBS

Le programme RUMPIN fonctionne de maniére itératillepermet d’ajuster au spectre
expérimental la simulation du spectre en énerggepadeticules diffusées dans un échantillon
d’épaisseur hétérogérnoretto, 1995) L'ajustement spectre simulé/spectre expérimaniest
pas totalement automatique comme pour le progra@tielIX. En effet, I'expérimentateur
peut ré-ajuster les deux spectres en faisant vdaer parametres tels que I'épaisseur de
I'échantillon, la stcechiométrie des constituan&réntaires,.... L’épaisseur de la cible ainsi
gue la staechiométrie des principaux constituargsefgiellement C, H, N, O pour une cible
biologique) permettent de déterminer la masse muoyele la matrice organique. Cette masse
est exprimée en pg/ém

Les facteurs de correction permettant de tenir ¢erdp I'auto-atténuation du rayonnement X
dans la cible elle-méme ainsi que des sectionsaefis d’ionisation en fonction du
ralentissement des particules incidentes sont léslcu

2.7. Construction des cartographies élémentaires

La construction des cartographies élémentaireesstntielle dans ce type d’analyse. Elle
nous permet par exemple de distinguer différermestoes de I'épiderme (comme les couches
cornées ou couches vivantes)

Ces constructions commencent par le choix de I'éfdndont nous désirons connaitre la
répartition. Pour les éléments du sodium au calciles cartographies sont réalisées a partir

des spectres PIXE. Pour le carbone, I'azote owtiére, les cartographies seront réalisées a
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partir des spectres RBS. Comme précisé précédemmmaung disposons en fin d’acquisition

des fichiers «listes » dans lesquels sont ménwigsénement par évenement I'énergie de
diffusion, I'énergie des photons X et la position fhisceau a chaque point d'impact. Un

programme de traitement permet de trier ces doneés facon suivante. L'expérimentateur
choisit une gamme d’énergie (ou plus simplemenpignsur I'un des spectres). Dans cet
intervalle d’énergie, le nombre d’événements déte@bar exemple le nombre de photons X)
pour chaque point d’impact du faisceau est répértdra représentation de ce nombre
d’évenements détectés point par point permet diabtes cartographies élémentaires. Une
échelle de couleur accompagne chacune de ces esatille traduit le nombre d’événements

détectés, nombre augmentant du blanc vers le jaune.
Ql

s
1. Choix de la raie caractéristique du Na Hl {\
phosphore H |

2. Tri des photons X détectés dans cette )
gamme d’énergie en fonction des
parameétres (x, y) coordonnées du point

d’'impact du faisceau)

3.Construction de la matrice correspondante

s

4. Cartographie du phosphore mettant en
évidence la couche vivante de I'épiderme.

Figure 11 Obtention d’'une cartographie élémentaire a partituth spectre X.
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2.8. Les spectres locaux

Afin de déterminer la concentration en minérauxsddas zones d'intérét des échantillons
analyseés il est nécessaire de construire des spdottaux ou « spectres par zones ». Il est
nécessaire de (i) repérer la région présentant niéréi particulier : les cartographies

elémentaires permettent de visualiser la struatieréa cible et donc de délimiter une zone
spécifique, (ii) construire les spectres PIXE etSRée la région choisie. Un programme de
traitement permet d'effectuer un tri en énergi®nmaissant les coordonnées de la région
d’intérét, il suffit alors d’exclure tout événemesttérieur a cette zone pour construire les
spectres PIXE et RBS locaux, (iii) calculer la oamitation moyenne en minéraux dans les

différentes zones sélectionnées.

Ces techniques seront bient6t transposables suligmee nano-faisceau en phase de test au
CENBG. Grace a cette nanosonde nucléaire, nousrqpmuidescendre a des résolutions
pouvant atteindre 200 nm en PIXE et 100 nm en S&lMonc avoir des informations plus
précises sur le comportement des ions dans destéidmes biologiques d’intérét.
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[ll. L'apport des microfaisceaux a I'étude de tissis biologiques complexes :

L’exemple de la peau

1. La Peau- Définition — Présentation générale

La peau est un tissu extrémement vascularisé etedeségalement en grand nombre des
glandes sudoripares (production de sueur), deslgiarébacées (sécrétion du sébum) et de
nombreux récepteurs nerveux participant aux semsattactiles et a la détection de la
pression. Cette « couverture » est a la fois soepleésistante et permet de protéger
'organisme contre les agressions extérieures cfiofes, écarts de température, etc...),
rayonnements (UV, ionisants), agents chimiques,...

La peau est le plus visible des systéemes de |'agge) celui qui détermine I'image du soi. Par
son poids et sa surface, elle est également lelguud et le plus étendu des organes du corps
humain. Chez I'adulte, sa surface représente engirn2 et son poids, 4,5 a 5 kg soit 16 % du
poids corporel.

De fait, la peau a depuis toujours été I'objet dmbreuses mises en scenes rituelles chargées
de la protéger, de la soigner, de la distingueré@®aéparée, déformée, parfumée, caressée,
tatouée, percée, scarifiée, malade...la peau s’egpriefléte nos humeurs et s’érige donc en
un messager social d'importance. Elle peut jouesda cas un role de distinction sociale
avec les tatouages mais peut également engendrexodgortements sociaux positifs (liens
sociaux, reconnaissance tribales) et a l'inverdastegs comme la genése du racisme. Au
cours de I'histoire, il apparaitra également qeedistinctions sociales basées sur I'apparence
vont évoluer avec notamment I'association des pdéaorzées a la pauvreté au Moyen-Age
(opposition des peaux blanches des nobles de sgafaux peaux burinées des serfs et des
vilains). Au XXleme siécle, I'apparence « bronzédllustre généralement les réussites
sociales, professionnelles, personnelles,...

« |l faut savoir que sur la face des hommes il sElpit parfois chez les riches et chez les
nobles citoyens lassifs des laideurs guérissahlesatives, dont les cultivateurs ou paysans
ne s'inquietent guére » Citation de Henri de Moiilteeymédecin francais, chirurgien des
rois de France Philippe le Bel et de Louis le Hjtiirée de sont traité de chirurgie consacré

a 'anatomie et aux traitements connus de son tepg&™ siécle.)
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La peau proprement dite est composée de diffecambgpartiments qui s'unissent pour assurer
des fonctions précises. Elle peut étre associésaamposants annexes pour former ce que
l'on appelle le systéme tégumentaiteg(imenturm= couverture). Ces composants annexes
sont les poils, les ongles, différentes glandes, mescles et des nerfs. Bien qu'elle soit
présente sur I'ensemble du corps humain, sa réparti'est pas tout a fait homogene. En
effet, son épaisseur varie en fonction de la Isa#ihn; ainsi, les zones sujettes a frottements
constants tels que les paumes des mains et lasstakront plus épaisses pour protéger
'organisme. Ainsi, cette fine enveloppe a une sgmir qui va varier de 1,5 a 4 mm chez

I'hnomme.

2. La peau — Structurale

La peau se définit comme l'ensemble des cellulg®upées sous forme d'un tissu résistant et
souple, constitué de plusieurs couches et recouMiamsemble du corps. La peau est
constituée de trois compartiments distincts d’ogembryologique différente : I'épiderme
(d’origine ectodermique), le derme et I'hnypoderrd®iigine mésodermiqueKanitakis, 1995)

De maniére succincte, le réle principal de I'épitei(epi = dessus) peut se résumer a un réle
de protection du corps. Le derme quant a lui adlm « nourricier » au travers de nombreux
vaisseaux sanguins qui le constituent et qui peemeta diffusion des nutriments vers

I'épiderme.

Pore

Papille
du derme

Epiderme

Graisse sous-cutanée Gl
Vaisseaux sanguins
Artére
Veine

Muscle

Glande
sudoripare

Figure 12 :Schéma représentatif de la structure de la peau
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2.1. Hypoderme

L’hypoderme est un tissu sous-cutané conjoncttiéacichement vascularisé et innervé. Il est
constitué de lobules adipeux séparés par des gaadgonctives. Les lobules contiennent des
adipocytes, riches en triglycérides et en acidas.gdn retrouve aussi dans I'hypoderme des
fibroblastes, des dendrocytes, et des mastocytes que la partie profonde des annexes
dermo-épidermiques (glandes sudoripares et fodgpileux) Ce tissu joue un role de réserve
énergétique, de protection mécanique et thermigaretakis, 1995) Il a été récemment décrit
aussi comme développant des mécanismes immunoexyicppables de réguler ses propres
fonctions lorsqu’elles sont altéré@maspar-Bauguil, 20058t comme étant un potentiel réservoir

de cellules souchésicintosh, 2006).

2.2. Derme

Le derme, d’épaisseur trés variable selon les n&gu corps, est un tissu conjonctif de
soutien compressible et élastique. Il est compeséetiules, essentiellement des fibroblastes,
et d'une matrice extracellulaire constituée de muks fibreuses (collagene et élastine)
baignant dans une substance amorphe nommée substartamentale (glycoprotéines de
structure, protéoglycanes et glycosaminoglycarnses)lerme joue un réle fondamental dans
le développement et la croissance de I'épider@eulomb, 1989) ainsi que dans sa
différenciation(Le Panse, 1996)Les fibroblastes sont des cellules fusiformes@biles grace a
leur cytosquelette développé, contenant des filasnemiermédiaires de vimentine. Ce sont
des cellules fondamentales du derme qui assureynsaese en secrétant les macromolécules
citées ci-dessus, mais aussi des enzymes telldegjuellagénases et les gélatinasandtix
metalloproteinases MMPSs) ainsi que les inhibiteurs de ces enzyress«Tissue Inhibitor

of MetalloProteinases» (TIMPSs). lls assurent alors I'équilibre entre dgnthése et la
dégradation de la matrice extracellulaire.

Le derme s’organise en deux couches : (i) le depagllaire ou superficiel est un tissu
conjonctif lache qui s’insinue entre les crétes I'dpiderme, formant ainsi les papilles
dermiques. Il est composé de collagéne de typet M1l et de fines fibres élastiques. Cette
matrice est relativement riche en cellules (fibashes, mastocytes et dendrocytes) et sert de
support aux fibres nerveuses ainsi qu’aux capdtaganguins et lymphatiques qui constituent

un véritable tissu nourricier pour I'épiderme ;) (le derme réticulaire ou profond se
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différencie du derme papillaire par un tissu conjdndense, principalement constitué de
collagene de type | et de fibres d'élastine. Cptietie du derme contient peu de substance
fondamentale et de cellules conjonctives. Le delmberge aussi les annexes dermo-
épidermiques (follicules pileux, glandes sébacéesueloripares) ainsi que les cellules
endothéliales qui participent a la formation desse@aux. Le derme contient un important
réseau vasculaire assurant la nutrition de I'épigeet des nerfs permettant les perceptions

cutanées.

2.3. Epiderme

L’épiderme, comme les divers épithéliums qui tagrissles voies digestives, est un tissu
particulierement exposé aux atteintes physiquesnighes ou microbiennes du monde
extérieur. Il assure a I'organisme une barriergégmtoice grace a I'élimination progressive de
ses parties les plus superficielles, perte comgepaé un renouvellement cellulaire continu a
partir de cellules souches et évitent la déshytioatae I'organisme.

L’épiderme, épithélium pluristratifie, kératinisé @&vascularisé est un systéeme dynamique et
organisé, en renouvellement constant. Les prinegpakllules qui le composent sont les
kératinocytes (mot issu de kera signifiant cor@gtte dénomination englobe les différents
stades de différenciation cellulaire qui compod@piderme. Les kératinocytes fabriquent la
kératine. Toutes les cellules de I'épiderme sol¢a® entre elles par des structures : les
desmosomes. Au fur et a mesure que des kératirppybgressent vers la surface de la peau
(poussés par des cellules plus jeunes situéesssows), ils fabriquent de la kératine molle
qui est leur constituant essentiel. Arrivés enastef et parfois méme avant, les kératinocytes
meurent en desquamant. De cette facon, I'épidestneoastamment renouvelé tous les 25 a
40 jours.

Les mélanocytes, présents dans I'épiderme, falmqua pigment, la mélanine (melas =
noir). Cette variété de cellules se situe plus grdément dans I'épiderme, mais reste
néanmoins en contact avec les kératinocytes qeigient progressivement la mélanine
fabriquée par les mélanocytes. Les pigments demmé&ainsi absorbés protégent notamment
'ADN des cellules épithéliales contre les effetéléleres des rayonnements solaires
(ultraviolets A, B et C). D'autres variétés de wleld présentes dans I'épiderme servent

essentiellement a la défense de l'organisme (esllairculantes du systéme immunitaire).
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Enfin, une derniére variété de cellules, les épdfdocytes, semble jouer un réle dans le

toucher. Elles sont situées a la jonction entmd&me et le derme.

L'épiderme est lui-méme constitué de plusieurs leesicde la profondeur a la superficie:

2.3.1. La couche basale (stratum basale ou stratugerminativum)

Composée d'une seule assise cellulaire, c’est leheola plus profonde de I'épiderme,
€galement appelée couche germinative. Elle poynamme son nom lindique, au
renouvellement cellulaire des couches superfigelles cellules basales situées dans la partie
la plus profonde de I'épiderme sont séparées du tisnjonctif du derme sous jacent par une
lame basale qu’elles produisent et qui ancre l&pie¢ au derme. Ces cellules basales, par
leurs mitoses asymétriques, assurent a la fois rienwuvellement et la formation d’autres
cellules basales, les cellules a amplificationditaire. Ces cellules & amplification transitoire
restent dans la couche basale ou elles subissermbre limité de divisions, puis s’orientent
vers la surface de I'épiderme : sous linfluence di#érents stimuli et de facteurs de
croissance, elles se difféerencient en kératinocyggsésentés tout d'abord par les cellules

épineuses.

2.3.2. La couche épineusetfatum spinosum

Située au dessus de la couche basale, la strateuépi comprend un nombre de couches
variable selon le type de peau et les régions dpscd.es kératinocytes de I'épineuse

renferment déja des faisceaux de filaments de ikéminsérés sur des desmosomes, qui,
formant des petites épines a la surface des cgllatatribuent a lier les cellules entre elles.

La couche épineuse, composée de cellules contientadmélanine dispersée dans les

kératinocytes : cet étage de I'épiderme constitudélbut de résistance aux mouvements de la

peau.

2.3.3. La couche granuleuses{ratum granulosum

Les cellules épineuses acquierent, dans la cousheldire sus-jacente, des granules de
kératohyaline, substance qui renforce les liaisnige les filaments de kératine. Les cellules

épineuses deviennent alors des cellules granulegsiesle plus, vont doter leur surface d’'une
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protéine de protection particulierement dure, Klucrine. La couche cellulaire granuleuse
représente la derniere couche de cellules métalsrtignt actives.

De deux a quatre couches cellulaires d'épaisseustratum granulosum comprend des
kératinocytes en forme de losange, orientés péalléa surface. Leur cytoplasme renferme
de nombreux granules basophiles, les granules datokgalines, produits de synthese
accumulés, et colorés a I'hématoxyline.

La couche granuleuse évite essentiellement a hisge de se déshydrater (perte d'eau), mais
participe également a la formation des futuresutadide la couche cornée située au-dessus.
La couche stratum lucidum, couche morte homogen@es'observe que dans la peau trés
épaisse, correspond a une zone de transition éntsgratum granulosum et le stratum

corneum

2.3.4. La couche cornéesfratum corneun)

La couche cornée se compose d'environ une vingtireuches de cellules mortes. Couche
de kératine véritable, composée de cornéocytagsetante aux changements chimiques, le
stratum corneum est responsable de plusieurs degidos de la peau. Cette couche de
I'épiderme protége la peau contre les agressiobériexres (chaleur, froid, sécheresse,
déshydratation : perte d'eau). Elle agit égaleneamhme une barriere en empéchant la
pénétration dans l'organisme d'éléments extériéagents microbiens, poussieres, etc...).
Cette couche de cellules kératinisées desquamegssigement au fur et a mesure que ses
cellules se détachent de I'épithélium plus profgpadlicules).

La partie superficielle du stratum corneum se dasgu Le dernier stade de cette
différenciation qui dure en tout quelques semairsss, caractérise par des processus
d’apoptose qui entrainent la perte des noyaux ®todganites cytoplasmiques ou plutét un
phénoméne de cornification. Un changement de lesgion des genes de kératine et de la
structure de ces protéines a été démontré au amrirsette différenciation. Au niveau
cellulaire la cornification se traduit par la syegke d'un type d’enveloppe immature au

dessous de la membrane plasmigpsadi, 2005).
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3. La peau — Fonctions physiologiques

La description anatomique de la peau amene tragefi@ment a 'une de ses fonctions
essentielles qu'est la protection de I'organisn@epéau constitue une frontiere mécanique,
physique, chimique et immunologique. Elle joue déerde barriere de protection contre les
agressions externes multiples (rayonnements, noigganismes...) et évite la déshydratation
de I'organisme. Elle est également le siege de meaxbprocessus métaboliques et assure des
fonctions sensorielles, immunitaires et thermoratyites(Bachelez, 2005)

L’étude, méme sommaire, de la peau normale perraemgtux comprendre d'une part
comment fonctionne cette peau et comment elle eistpi réagir aux substances exogenes,
mais également aux variations des conditions enmgmentales selon que la peau est dans

son état normal ou altérée par des phénoméneglujoks naturels ou pathologiques.

3.1. La peau: un organe sensoriel

La peau est innervée et vascularisée, et possédglaledes sécrétoires. L'innervation de la
peau en fait un organe tactile ressentant le chieuétoid, la douleur, I'inconfort ou les
sensations tactiles agréables. La peau peut dorgistier de nombreux événements pour en
informer le cerveau et conduire l'individu a deaations adaptées soit par I'intermédiaire (i)
du cortex de la motricité volontaire, (i) des zsneous-corticales des mouvements
involontaires, (iii) des corrections neurovégétasiv

Le réle sensoriel de la peau est triple et s'expram travers de la sensibilité tactile, de la
sensibilité aux phénomenes physico-chimiques (frchdud), de la sensibilité nociceptive.
Ces sensations déterminent donc un réle de relatiea I'environnement par la perception au
niveau du tissu cutané du toucher agréable, desnatismes (coups, pressions, brdlures,
acides, irritation par les rayons, etc.)... Ces d@msa conduisent a un rble de relation par
contacts physiques avec autrui. Si elle est altép@e certaines dermatoses ou certains
traitements locaux, alors ces échanges sont pégugmar exemple entre une mere et son

enfant porteur d'un eczéma étendu.

Dans cette fonction de relation la mécanocepti@n, nbciception mais également la
thermoception jouent un rble important. Le termecam®ception désigne les systemes

mécanoréceptifs qui ont la capacité de percevoitoleher (tact). Le tact est le sens du
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toucher, celui des cing sens correspondant a @epeon des stimuli mécaniques. Il s'agit par

exemple de la déformation de la peau par la pnesgitexerce un objet.

Plusieurs sous-systemes peuvent étre distingués elyacun une spécificité propre, associée
a un aspect particulier du toucher en fonction glepriétés mécaniques de leurs récepteurs
respectifs : les disques de Merkel, les corpusaldelleissner, les terminaisons de Ruffini et

les corpuscules de Pacini.

La nociception comprend deux systemes périphérigoas ressentir la douleur. Le premier
type de récepteurs est un nocicepteur meécano-theengui répond a des stimulations
d'intensité importante et qui transmet rapidemests le systéme nerveux central, les
sensations douloureuses particulierement localisees deuxiemes types de récepteurs
nociceptifs sont les nocicepteurs polymodaux gponélent a des stimulations mécaniques
dont l'intensité est élevée et a des stimulatitmsiques (application d'un produit corrosif sur
la peau ou ingestion de médicaments) ainsi qu'aimuktions thermiques. Il s'agit de

récepteurs qui transmettent les sensations deulawdocalisée.

La régulation thermique ou thermoception. La thereption dépend de systemes qui sont
sensibles a des différences de températures. @emdrécepteurs s'adaptent en cas de
stimulations persistantes, c'est la raison poundhe ils ont des capacités trés importantes
pour déterminer des températures relatives etlpswchangements de température.

Le maintien d’'une température centrale stable €& ajusté aux variations de température
du milieu extérieur et du milieu intérieur. L'orgarde mesure et de commande est le
thalamus. La peau participe a la régulation themmigpar sa circulation sanguine
vasodilatation qui permet I'évacuation d’'un excescthaleur, la vasoconstriction limite les
pertes thermiques. Les glandes sudorales intersignpar le dégagement et la réabsorption
de vapeur d’eau ou dans des conditions d’hypertieeimportante : par une sudation intense,
avec ruissellement de la sueur ; I'évaporation eteecsueur permet le refroidissement de la

surface de la peau.

3.2. La peau : un organe métabolique

Le r6le métabolique de la peau recouvre des fonstrimordiales : (i) I'exsudationavec
drainage d’eau mais aussi de NaCl et d'autres minéfde 2 a 3,5 g/L de sueur). Celle-ci est
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sous le contréle de 'hypophyse et des glande<isales ; (ii) la_respiration percutange

I'évaporation est importante, & raison de 270°githydratation de la peau et la respiration
percutanée sont augmentées chez I'enfant et rédiliez le vieillard ; (iii) le réle de réserve
cette réserve a surtout lieu dans le tissu adigdax10 a 15 kg chez I'adulte), ce sont des
réserves liquidiennes et électrolytiques. Cettection de réserve dépend des matieres a
stocker, mais aussi d’'une bonne structure conjealetiet d’'une bonne circulation artério-

veineuse qui apportent et retiennent les différéléments.

3.3. La peau : un organe immunologique

La peau est pourvue de nombreuses cellules quiviatment dans les phénoménes
immunologiques : les lymphocytes T et leurs soysdfations, les cellules dendritiques
présentatrices de I'antigene parmi lesquelles &siles de Langerhans, les mastocytes, les
polynucléaires neutrophiles, les macrophages etdestinocytes. Les cellules de Langerhans
par exemple doivent étre présentes afin qu’'une iderde contact puisse avoir lieu. En son
absence, I'anticorps induit une tolérance par atim des lymphocytes T suppresseurs. Les
différentes cellules a fonction immunologique cértooperent entre elles par des facteurs
solubles appelés cytokines. Parmi celles<ielpidermal cell derivated thymocyte activing
factor» (ETAF), produit par les cellules de Langerhantesg kératocytes, intervient sur la
sécrétion d’'interleukine 2 par les lymphocytesneluit les récepteurs membranaires a cette
interleukine 2(Luger, 1981) L'ETAF a aussi un réle chimiotactique sur lesymoicléaires, les
cellules mononucléaires et les lymphocytes T. Léonod'immunologie cutanéén situ
permet de comprendre certaines pathologies, mag parmet aussi de comprendre comment
agissent certains principes actifs au travers destil@ulation, de [linhibition et de la
modulation d’agents immunologiques, et donc d’exedinsi un effet thérapeutique (ou au

contraire pathogene).

3.4. La peau, un organe de protection : la fonctiobarriére.

La notion de «barriere cutanée» se réfere a laiftonde la couche extérieure de I'épiderme,
la couche cornée. Longtemps négligée en raisonodeirsvisibilité sur les préparations
histologiques, cette couche de cellules non viabtesstitue cependant aujourd’hui une des

frontiéres de la recherche en physiologie cutanée.
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La peau exerce donc la fonction de barriere eetrailieu intérieur et le milieu extérieur. La
fonction barriere empéche la pénétration dans éa pkun certain nombre de substances, et
aussi la sortie des liquides constitutifs du cot@sprotection vis a vis des agents extérieurs
s’exerce contre la pénétration d’agents infectidmactéries, champignons, virus), de
substances chimiques et d’allergenes. Cette baregrincompléte, elle laisse passer certains
médicaments (caféine), certains toxiques (alcooidea salicylique, iode), elle peut étre
amoindrie par des effractions cutanées, des maladitanées (psoriasis), un effet occlusif
(sous un pansement ou un change fessier, par exepndpést souvent l'altération de cette
fonction barriere qui nous rappelle le role esstmi protecteur de notre peau au quotidien :
désinfection alcoolique, jus de citron ou autreiaints provoquent alors des picotements et
brhlures, tandis que la peau saine tolere cesaudes sans probleme. Une barriere cutanée
altérée facilite également le contact d'allergemesc le systéme immunitaire de I'épiderme,

augmentant ainsi le risque d'une sensibilisati@rgifue.

La peau empéche également les sorties de ligustlspose a la perte d’eau, d’électrolytes,
de protéines. La fonction barriere dépend de lalmewcornée, de son état d’hydratation et
egalement de la couche protectrice de sébum prpduies glandes sébacées sous I'action de

sécrétions d’hormones males.

D’un point de vue physiologique et fonctionnelfdaction barriere résulte d’'une organisation
tissulaire et biochimique bien spécifique et paliere au niveau protéique, lipidique et enfin

au niveau de la composition et de la distributmmque.

3.4.1. Réle des protéines dans la fonction barriére

L'épiderme est un tissu qui se renouvelle constameteou le nombre de cellules perdues a
la surface est contrebalancé par le nombre delegliwroduites au niveau de la couche basale,
unique couche composeée de kératinocytes mitotiqueawtifs Holbrook, 1993) Sous l'effet de
signaux définis, les kératinocytes basaux entrarisdun processus de différenciation,
commencent leur migration vers la surface et acgoigrogressivement les caractéristiques
structurales et fonctionnelles des cornéocytesten, 2007)Dans I'épiderme, les processus de
prolifération, de différentiation et de mort cedlitb apparaissent séquentiellement et chacun
de ces processus est caractérisé par I'expressi@notiéines spécifiques qui contribuent a la

fonction barriere de la peau.
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La fonction barriére de I'épiderme est assuréesuttace par une structure produite par les
cornéocytes et appelée enveloppe cellulaire. Sitaéetre la membrane plasmique,
I'enveloppe cellulaire est composée de nombreuseséipes réticulées par des
transglutaminases formant un complexe protéiqueronaméculaire particulierement stable
et insoluble $teinert, 2000) La protection de l'organisme est aussi assurédapaohésion
cellulaire de I'épiderme qui lui permet de résistex continuelles frictions mécaniques que
subit la peau. Cette cohésion est due a la prés#noetres grand nombre de jonctions
cellulaires de type jonctions adhérentes, desmosofimgeractions cellules/cellules) et
hémidesmosomes (interactions cellules/matrice ealltdaire). La force de cohésion de ces
jonctions est renforcée par un réseau filamentaprasellulaire composé de kératingscfs,

1995).

Les kératines sont des protéines du cytosquelpfiargenant a la famille des protéines de
filaments intermédiaires (IFP). Selon les critenéfisés (structure des genes, homologie de
séquences ou propriétés d'assemblage), les nompenes (plus de 50) codant pour ces
protéines peuvent étre classés en 5 ou 6 tyjpess( 1994a, Herrmann, 2000)

Les IFP ont toutes la méme organisation structuiles possedent un domaine central en
hélicea d'environ 310 acides aminés, encadré par un denamno-terminal et un domaine
carboxy-terminal non hélicoidaux de taille extréneatrvariable. La plupart de ces protéines
sont spécifiques d'un type ou d'un état de dificetion cellulaire et forment des réseaux
composeés de filaments de 10 nm de diamétre, rdbamtembrane nucléaire a la membrane
cytoplasmique Goulombe, 2000)Les kératines, regroupant a elles seules pludsderotéines
différentes, sont exprimées dans les épithéliums.

Les kératines acides (K1 a K8 et Hal a Ha7) reptéstles IFP de type | et les kératines
basiques (K9 a K20 et Hb1 a Hb6) les IFP de typéds genes k1-k20 sont exprimés dans

les épithéliums mous représentés par des tiggamsdulaires (pancréas, glandes
salivaires...) et par les épithéliums simples (famestin...) ou stratifiés (épiderme, cornée,
langue...) Woll, 1982). Les épithéliums " durs " (cheveux, ongles) exenitrles genes hal-ha7
et hb1-hb6 Bowell, 1997)

La polymérisation des filaments de kératines délmliggatoirement par la formation d'un
hétérodimere comprenant une protéine de type hetprotéine de type licbulombe, 1993)
Une cellule épithéliale doit donc coordonner I'egsion d'au moins deux génes pour produire
un réseau de kératines dans son cytoplasme. Ledt®ude I'expression de la plupart de ces

genes concerne donc des paires de genes et edfigseed'un état de différenciation
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cellulaire. Ce phénomene est bien illustré paém@theéliums stratifies. Dans ces épithéliums,
les cellules basales, mitotiquement actives, exgminprincipalement K5 et K14, tandis que
les kératinocytes différenciés des couches supéseexpriment d'autres paires de kératines
selon le programme de différenciation qui est eté&dbar exemple, la paire de K1-K10 est
caractéristique de I'épiderme et représente a pEUl@s premieres protéines a étre exprimées
pendant la cornification. Elles vont remplacer diéseaux précédent constitués des kératines
K5 et K14. A un stade plus avancé, les cellulesi@grgnt des granules de kératohyalines qui
contiennent de la profilagrine un précurseur dertaéine interflamenteuse, la filaggrine. La
filaggrine agrége les filaments de kératine en ckasix rigides. Cette organisation
filamenteuse entraine une modification de la madaqaie cellulaire vers une forme plus
aplatie, caractéristique des cornéocytes de laheogornée. A elles seules, les IFPs et la
filaggrine constituent 80 a 90% de la masse prao&ide I'épiderme des mammiféeres et de
plus elles forment une couche uniforme. Cette ceymotéique solidifie le tissu et permet
ainsi la poursuite des étapes de maturation et tomenforcement de I'assemblage de la
couche cornée. En paralléle, une série d'autre®ipes de structure comme l'involucrine, la
loricrine, la trichohyaline et la classe des pstipeotéines riches en proline sont synthétisées
puis crosslinkées par quelques transglutaminasesdafrenforcer I'enveloppe cornée juste
sous la membrane plasmique. Les protéines de leppe cornée constituent environ 7 a
10% de la masse de I'épiderme.

Une des caractéristiques des filaments de kéra@seteur capacité a élaborer des réseaux
constitués de cables ou tonofilaments correspora#afuxtaposition de plusieurs filaments
de 10 nm de diametre. Ces cables relient la régérinucléaire a la membrane
cytoplasmique, ou ils sont ancrés au niveau desmassmes et des hémidesmosomes. Dans
I'épiderme, un tissu particulierement riche en desomes, l'organisation des réseaux de
kératines transcende les limites de la cellule doumer un réseau supracellulaireudhs,
1994b) C'est dans ce contexte que la fonction des ké&sprend véritablement tout son sens.
En effet, ces protéines ont une telle importanaesda cohésion et |'élasticité de I'épiderme
gu'une perte, méme partielle, de leur fonctiona@né& une fragilisation de ce tissu. De ce fait,
de nombreuses maladies sont dues a des mutatialsées dans les genes codant pour ces
protéines Kuchs, 1998 ; Irvine, 1999ENn général, le moindre frottement au niveau deeaup
provoque, chez ces malades, une lyse des kérata@somt leur dissociation du tissu
épidermique. L'identité du géne muté et le caracthr la mutation déterminent le tableau

clinigue de la maladieF(chs, 1994b) Par exemple, des mutations dans les genes k3.4u k
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provoquent des épidermolyses bulleuses simples EB&adies caractérisées par un défaut
de cohésion dermo-épidermique provoquant la foonatde cloques a la suite de
traumatismes mécaniques minimes. Des mutations @sngénes k1 ou k10 provoquent,
guant a elles, des hyperkératoses épidermiquestéasges par la dissociation des couches
suprabasales de I'épiderme.

Il a été montré que certaines mutations impliquises ces maladies modifient les propriétés
mécaniques des filaments de kératinas, 0o1) Parmi les différentes kératines exprimées
dans I'épiderme, trois sont particulierement irdga@tes. |l s'agit de K6, K16 et K17. Dans
des conditions normales, elles présentent la pdatice d'avoir une expression faible et
restreinte & des structures bien précises. En chearleur expression est tres fortement
augmentée et plus étendue a la suite d’'une Iésida geau ou dans les épithéliums stratifiés

subissant une différenciation anormale ou une Ipyp&fération.

3.4.2. Réle des lipides dans la fonction barriére

Depuis l'introduction du modele « brique et mortiede la couche cornée par Elietsal
(Elias, 1983),les lipides sont considérés comme un élément pdi@lode cohésion entre les
cornéocytes. A partir de la couche basale, lestikéeytes produisent des quantités
croissantes de lipides, parmi lesquels prédomimpeagressivement (et au détriment des
phospholipides) les acides gras libres, le chaleks8sulfate, le cholestérol, les esters de
stérol et les sphingolipides (les céramides). Darssratum corneumces différentes familles
de molécules vont s’auto-organiser en bicouchesndat le film lipidique entre les
cornéocytes.

La fonction de barriere et la relative imperméabilh I'eau de cette couche épidermique
dépendent largement de la composition du cimerdidjpe et de ses propriétés structurales
unigues Garson, 1991 ; Potts, 1991)'équilibre entre les composantes lipidiques 'épitlerme

est perturbé dans certaines maladies comme lacsagmacides gras essentiels, les troubles
héréditaires du métabolisme de lipides (maladidRdisum, syndrome de Sjorgen-Larsson,
maladie de stockage des lipides neutres) ou ledrggres pharmaco-induits (par exemple au
cours des traitements hypocholestérolémiques) quimanifestent, entre autres, par une
desquamation pathologique.

Ces différentes observations laissent a pensetegu@ides peuvent jouer un réle important
dans la cohésion et la desquamation de la couaghéeoCependant, des expériences menées

sur la peau de porc, dont la biologie est trésh@ade celle chez 'homme, indiquent que
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'extraction totale des lipides datratum corneurmon seulement ne compromet pas la
cohésion entre les cornéocytes mais, au contiéaggmente Chapman, 1991)En effet, les
forces de liaison entre les enveloppes lipidig@esarfzendruber, 1987Jes cornéocytes mis a nu
semblent étre supérieures a celles des multicouchesrcellulaires constituées
d’intercalations des phases hydrophiles et hydrbpld/adison, 1987 ; Schwartzendruber, 1989)
Ainsi, les lipides intercellulaires n'auraient pds fonction majeure dans le processus de
cohésion et leur rdle principal serait celui d'égulateur des flux hydriques et de constitution
d’'une barriere occlusive.

En revanche, les lipides semblent tout d’abordjaueréle dans I'étanchéité relative a I'eau
de par leurs qualités hydrophobes. lls semblentledgmt jouer le rdle de «rivets
moléculaires », en réalisant des ancrages entedeshes lipidiques voisines au travers
notamment de lipides a chaines particulieremenguesa (comme les O-acylcéramides)
(Bouwstra, 1998) Les lipides contribuent donc a la cohésion dascloes, entre elles et aux
membranes lipidiques des cornéocytes, l'intégr® structures cellulaires étant un pré-requis
indispensable pour que la couche cornée puisseaen®on role de barriére, vis a vis de I'eau
en particulier. En 2001, un modele moléculaire iexaint les variations de comportement des
lipides extracellulaires a été proposé par Noeteal (Norlén, 2001)

La composition du « ciment » lipidique varie aunsde la couche cornée en fonction de la
profondeur, ce qui va de paire avec les changemedatd’ultrastructure des espaces
extracellulaires et avec des modifications micrpgpoes (enon, 1997) Des enzymes
cataboliques procédent au remodelage des membeartes multicouches intercellulaires :
les hydrolases provoquent la dégradation des plotiptes en acides gras libres, les
sulfatases convertissent le sulfate de cholest&nokcholestérol libre, les glycosidases et
céramidases participent d’abord a la maturatiopuet a la dissociation des céramidetag,
1988, Elias ; 1991 ; Fluhr, 20017 la surface, certains lipides sécrétés par lasdgs sébacées
sont aussi intégrés dans les espaces intercord@syet le contact avec I'air ambiant induit
I'oxydation d’'une partie des molécules. Toutes meslifications entrainent la diminution de
la quantité des O-acyl-céramides (type 1) versutéase. Les rivets moléculaires raréfiés, la
cohésion des strates lipidiques diminue, facilitintflux hydrique et la circulation des

enzymes intercellulaires.
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3.4.3. Rbéle des ions dans la fonction barriére

La relation entre la fonction barriere et 'homésst ionique cutanée reste un domaine
d’étude encore peu développé de part notammerifizutié inhérente a ce type d’analyses.
En effet, a ce jour peu de techniques d’analysemetent de conserver une structure 2D de
'échantillon biologique d'intérét et d’obtenir desformations quantitatives sur la
composition chimique élémentaire d’un tissu.

Cependant, des études suggerent que des signaigxiasnsupportés par des flux et des
gradients de concentration jouent un role importarts le mécanisme d’homéostasie de la
fonction barriere de I'épiderme. Parmi les élémantportants sont cités le calcium et le
potassium. En effet, des études montrent que chezsduris « hairless» dont la fonction
barriére est altérée par de l'acétone, le recouenerde cette fonction barriere est modifié
apres exposition a des solutions de calcium etada@spium l(ee, 1992 ; Menon, 1992 ; Denda,
1999.

Les kératinocytes humains normaux ont la capaétprdliférer et de se différenciar vitro
pour former des feuillets qui posseédent une orgdiois basique similaire a celle de la peau
humaine intacte. Des concentrations en calciunaeegliulaire supérieures a 0,1 mM initient
une cascade d’évenements durant lesquels lesra@oytes évoluent pour donner, a partir de
petites cellules prolifératives en monocouches, féedlets stratifiés avec une enveloppe
cornée (Hennings, 1980 ; Hennings, 1983 ; Eckert, 198Jn élément clé de cette réponse a
'augmentation de calcium extracellulaire est I'm@éntation de la concentration en calcium
intracellulaire (Hennings, 1989, Sharpe, 198%)es kératinocytes présentent une grande capacité
détecter et a répondre a de faibles variationsadshcentration en calcium extracellulaire
contrairement aux fibroblastes par exemple. Ent,eff@ens des kératinocytes murins, suite a
une augmentation de la concentration en calciumaesfiulaire de 0.1 a 0.12 mM, la
concentration intracellulaire de calcium augmeaters que les fibroblastes ne détectent pas
ce changement de concentrat{ruszewski, 1991)

De plus, au sein de I'épiderme des mammiféres, radignt calcique est observé, avec les
concentrations les plus faibles retrouvées dansdashes basales et les plus élevées dans la
couche granuleuse. La plupart des études qui nietite@vidence ce gradient ont été réalisées
par la technique de capture des ions par cytochénpermettent d’obtenir des données semi
guantitatives sur les distributions calciques ain se la peau(Menon, 1992). D’autres
techniques comme I'analyse par microfaisceau d’ipegnettent de mettre en évidence ce

gradient et d’obtenir des données quantitat{rekon, 1992)
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Ce gradient semble jouer un rdle majeur dans lentreai de 'homéostasie cutanee. Il
interviendrait notamment dans les processus dérdiitiation kératinocytaire et donc dans la
formation de la couche cornée. Il a été montré mgtadient calcique induit la différenciation
terminale des kératinocytewdit, 1989),la formation de I'enveloppe cornée qui est impaea

a la base de la barriergefnes, 199p et aussi la synthése de lipides dans I'épidenvzagabe,
1999).

Le calcium se trouve en effet étre un second messdignportance au niveau cellulaire
intervenant dans la régulation de nombreux prosephysiologiques majeurs : prolifération,
différenciation, apoptosE€lapham, 2000)

L’ion calcium est toxique pour la plupart des clgfu Il est donc probable que les premiéres
protéines capables de le chélater aient servirapgeher de sévir. Au cours de I'évolution,
certaines de ces protéines- tampons sont devemsesfigcteurs, faisant de cet ion non plus
un intrus toxique mais un second messager univgrealvant coder des informations
cellulaires trés raffinées. Ainsi, les flux calcggusont a l'origine de multiples réponses
cellulaires tant rapides que pouvant se maintamirde longues périodes, et cela dans la
grande majorité des cellules, excitables ou non.

Dans I'épiderme de mammiferes, la majorité desgmes nécessaires a la différenciation des
kératinocytes dans I'épiderme comme l'involucriteeloricrine, la filaggrine et les kératines
sont réguléefm vitro par des changements en calcium a un niveau tiptisonel voire a un
niveau post-transcriptionnel mais plus raremeno-{paggrine a filaggrine, activation des
transglutaminaseshigomi, 2009.

Certaines études ont montré que le profil ioniquecdlcium est altéré dans différentes
maladies de la pea#dslind, 1999. Une distribution anormale de l'ion calcium a étiservée
dans des épidermes de peaux psoriasiques et datdesmatopiques, maladies qui montrent
une fonction barriere anormgkeallon, 1996)

Une régulation altérée du métabolisme du calciumiaju’une perte d’eau transépidermique
élevée a été observée chez des personnes atteéniasmaladie de Darier et encore chez
celles atteintes de la maladie de Hailey-Hailey sprit toutes les deux caractérisées par une
perte d’adhésion entre les cellules épidermiqugsadasales. Le gene impliqué dans la
maladie de Darier (ATP2A2) code pour une ATPasetrdasport calcique du réticulum
endoplasmique alors que le géne impliqué dans ladieade Hailey-Hailey code pour une
voie de sécrétion pour une ATPase du transportathiuen et du manganése de I'appareil de
Golgi (SPCAL)Hu, 2000 ; Behne, 2003).
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Le calcium joue donc un role primordial dans lemtian de l'intégrité de la fonction barriere
cutanée mais peu de données sont accessibleslysanar faisceau d’ions peut permettre de
compléter les données sur la distribution des @&nsein de tissu sains ou pathologiques.

4. De la fonction barriere de la peau au passagesinscutané

L'épiderme humain est particulierement bien adguér jouer sa fonction essentielle de
"barriere" : il limite I'entrée des agents extérgeet participe a I'homéostasie générale de
l'organisme en régulant la perte en eau transépidae. En raison de l'importance de sa
surface, la peau constitue quantitativement |'cegbn plus important en relation avec le
milieu extérieur. Cette "barriere protectrice" ®fois n'est pas absolue, elle est perméable a
pratiquement toutes les substances, seul le degrépatméabilité varie. Il est lié
principalement a I'état physiologique de la peaux @ropriétés physico-chimiques des
composeés dont elle est supposee restreindre Eewefréa la nature de "lI'environnement”
(excipient, véhicule, air ambiant...) par leque$ seibstances sont amenées au contact de la
peau.

La diffusion d’un agent exogene au travers de &up&a dépendre de plusieurs parametres qui

sont présentés dans ce paragraphe.

4.1. Définitions

L'absorption percutanée correspond au transfeneddwbstance a travers la peau depuis le
milieu extérieur jusqu'au sang. Elle peut étrerdéfcomme la somme de deux phénomenes :
une pénétration des molécules au sein de la pe@éresnsuivie d'une résorption par la
circulation sanguine ou lymphatique depuis le depagllaire puis le derme profond. L'étape
de pénétration, en terme physique, est une diffupi@ssive a travers chaque structure du
tégument : couche cornée, épiderme de Malpighimdest annexes cutanées. Elle est sous la
dépendance préalable d'un partage, se produidanteéface environnement/couche cornée,
sans lequel aucun échange n'est possible. Unalisiwrbée, la substance est distribuée dans
l'organisme puis, aprés avoir été ou non métalmlisiée est éliminée. Les étapes succédant a
l'absorption percutanée sont similaires a celléssgat rencontrées pour toute autre voie de

contamination.
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La notion de barriere est aujourd’hui souvent réseina une simple et méme unité
fonctionnelle, anatomique et physico-chimique stiatum corneumCependant, il apparait
gue la fonction barriere de la peau ne peut semésa la simple définition de ce méme
stratum corneumEn effet, 'ensemble des protéines, lipides dremugradients ioniques
semblent interagir étroitement dans la régulatiorpdssage transépidermique, or, I'ensemble
de ces composés est produit de maniére dynamiquel'g@semble des structures
épidermiques. Toutes les couches de I'épidermeanisarelles qui sont directement en contact
avec la zone germinative et les ultimes couchgsgidiss, ont une efficacité égale dans ce
réle de barriere.

Au sein de I'épiderme, la couche cornée est re@namme la barriére a la diffusian,vitro

elle présente une résistance a l'absorption peatigat identique a celle de la peau entiere.
L'élimination totale dustratum corneunpar délamination avec un ruban adhésif (stripping)
conduit a l'obtention d'une perte insensible enéxpuvalente a celle intervenant a la surface
de l'eau libre, et a l'augmentation de la pénématies agents chimiques. La résistance de
I'épiderme vivant a la diffusion est trés faiblengarativement a celle de la couche cornée
mais il est cependant montré que, lorsque cellestiéliminée par stripping, I'épiderme de
composition chimique hydrophile peut jouer un réle barriere notamment vis a vis de
molécules trés hydrophobes. Les structures dermjguozir une peau non Iésée, ne participent
que trés modestement a la fonction globale de idyalt la vascularisation de la papille

dermique favorise la résorption des molécules eagmance de I'épiderme.

4.2. Les voies de pénétration

Anatomiquement, deux voies distinctes s'offrentrplaupénétration : l'une, a travers les
espaces intercellulaires de la couche cornéeravers les cellules cornées elles-ménvese(
transépidermiqug l'autre empruntant les annexes cutanées (ftdlcyilo-sébacés et/ou
glandes sudoripares) (voie transannexielle). Laéfrétion ne s'effectue pas uniqguement par
l'une des voies, les deux participent au phénoneéme pénétration globale est la résultante

d'un passage transépidermique et d'un passagespanrexes.

Les voies transépidermiqudsun des moyens du transport est la diffusionspeasqui a lieu

pour des principes actifs (ou molécules diversbgyés du complexe chimique de I'extrait de
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plante et de I'excipient. Elle dépend du gradiemtcdncentration des molécules existantes

dans le véhicule et a la surface épidermique.

Loi de la diffusion passive : elle est définissgde la loi de Fick :

dQ
X —kpeAC
ar P x

Ou  dQ/dt est la vitesse d’absorption,
Kp constante de perméabilite,

ACX la différence de concentration des deux c6téSCu

Cette équation signifie que si I'on prendskeatum corneunpour une membrane idéale, le
transport des substances dépend de la concentdEdeux cotés de la membrane, de son
épaisseur et de sa qualité. &watum corneunm’est pas une membrane idéale de par sa
complexité et son polymorphisme. De ce fait, ladeiFick n’intéresse ici que la qualité de

membrane dstratum corneum

Les voies transannexielleka surface épidermigue n’est pas uniforme, pudlgudonne
passage aux conduits excréteurs des glandes said®igu systeme pileux accompagné de la
voie d’excrétion des glandes sébacees. Ces vairsannexielles sont des voies de passages
directes vers le derme ou logent ces organes. dradglsudoripare a un conduit étroit qui ne
permet guére un passage, par ailleurs repoussé fhax de sueur.

Au niveau du follicule pileux et de la glande sékmde tissu épidermique s’amincit, et par
ailleurs lestratum corneunfait place a des cellules vivantes. Si la formaliceEmenteuse
administrée peut s’émulsionner avec le sébum, rie@sipes actifs passeront rapidement de la

surface cutanée aux zones de résorption plus iagert

4.3. Les facteurs influencant la fonction barriére

Difféerents parametres peuvent influencer, modulffitacité de la fonction barriére de la
peau. Parmi ces facteurs, nous citerafisl:équilibre physico-chimiquelu stratum corneum
(hydrophobicité, lipophilie,...) Pour exemple, le sébum est une sécrétion lipgdigas
glandes sébacées, qui renferme des cires et dbgérides. Il est facilement éliminé par les
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savons et solvants organiques. Sa fonction bam'&s pas importante mais peut intervenir
en modifiant Iégerement la composition ou la cotragion des applications cutanées dermo-
cosmétiques ou médicamenteug@sle pH cutané Le pH de la peau est important puisqu’il
conditionne l'ionisation et la capacité d’absorptibes principes actifs. Ce pH est variable sur
les divers endroits du corps, mais aussi en fond® la sueur, de sécrétions séborrhéiques,
ou d’états pathologiques de la peau. Voisin d'un5H peut étre facilement étre influencé
par le pH du véhicule i) I'intégrité biologique de la peaul’état de la peau avec son
intégrité est un facteur essentiel. Une peau danfohction barriére est lésée (brdlures,
cicatrices, eczéma...) favorisera la pénétration etiégy pharmacologiques ou exogenés);
'age du sujetDes différences de perméabilité sont observére Banfant (13 %) et le sujet
agé (7 %), notamment en raison de différence détation, d’absence de glandes sébacées et
d’'une kératinisation moindre chez I'enfant. De pliss personnes agées souffrent d'un
amincissement de I'épidermé¢v) I'épaisseur de la peal.’épaisseur de I'épiderme et surtout
de la couche cornée ainsi que sa composition estaute kératinisée, en substance
fondamentale, a une certaine importance pour ¢taité de la fonction barriére. Ainsi, les
zones palmoplantaires sont relativement peu peregatompte tenu de I'épaisseur du
stratum corneum et l'absorption percutanée est phyportante au niveau de l'avant-bras
gu’'au niveau de I'abdomemaibach, 1971) L'avant-bras est par contre moins perméable, que
le front et la joue, tres vascularisé&safg, 1977 ; Auclair, 1991) (vi) I'espece considérédPar
rapport aux autres especes, la peau humaine estaggment la peau la moins perméable aux
substances chimiques. La perméabilité cutanée iesit @croissante du lapin, au rat, au

cobaye, au porc, puis a 'lhomneaftek, 1972 ; Bronaugh, 1982)

La connaissance des modalités de diffusion et afpben des substances exogenes
(biologiques, chimiques, physiques) a travers laupet des particularités dynamiques,
cinétiques et quantitatives de cette diffusion pencée devrait permettre de comprendre les
mécanismes intrinseques liés a une contaminationqrdact avec la peau mais également de
mettre en place des systemes de protection spgesfigour diminuer l'impact d'un contact ou

d’'une exposition répétée ou prolongée entre untageigue et la peau. Ces études devraient
eégalement permettre de définir préciséement les m&t@s essentiels impliqués dans la
fonction barriére. Il est de ce fait, fondamental @bnsidérer la fonction barriére cutanée
comme un ensemble résultant d'interactions anatesjqmorphologiques et physico-

chimiques.
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5. La peau et ses pathologies

5.1. Pathologies et fonction barriere cutanée

Des déseéquilibres homéostatiques de la peau pe@mntgenérés soit par des accidents
(Iésions, coupures, brdlures,...), soit par des padfes d'ordre infectieux (les plus

fréquentes) ou induites par des facteurs de présitspns génétiques, immunitaires ou bien
des facteurs alimentaires et environnementaux écan@soriasis, dermatite atopique). Ces
différents déséquilibres mettent en jeu des dysiomeements plus ou moins accentués des
mécanismes tissulaires, cellulaires et moléculairepliqués dans la fonction barriere

cutanée. Sans présenter un état des lieux exhaustile sujet, nous présenterons des
exemples de ces altérations de la fonction bareédes conséquences physiopathologiques

induites.

5.1.1 La dermatite atopique ou eczéma atopique (ATD)

La dermatite atopique (ATOD) ou eczéma atopiqusshie pres de 20% des enfants de moins
de 11 ans, et apparait le plus souvent entre 2redi§(Leung, 2003) L'ATOD a également été
décrite a I'age adulte (5%). L'ATOD est une patlgidochronique, d’évolution longue avec
des disparitions et des réapparitions possiblesyleptdémes, sans gravité et non contagieuse
et qui, en général disparait avec I'ageay, 1994 ; Taylor, 1984)Cependant, elle est souvent
ressentie comme une expeérience douloureuse et Ipéfdémangeaisons, peau séche,
insomnie...).

L’ATOD peut se définir comme une affection inflamimiee de la peau avec une
hyperréactivité cutanée due a des facteurs déaenshenvironnementaux sans souci de
contamination pour les sujets non atopiques. Lefributeurs majeurs a cette hyperréactivité
sont les nombreux changements dans les réponsegestet immunitaires chez les individus
AD. L'ATOD se caractérise par de la xérose, du ipretr des Iésions érythémales avec une
augmentation de la perte d’eau transépidermiqu&\I)EL'ATOD se limite essentiellement

a la peau du visage et aux zones de flexions colemeoudes ou les aisselles qui sont
connues pour étre des zones ou I'épiderme estigefipl.

Des études de pénétrations transcutanées confiroegiet observation et montrent que les
zones les plus touchées sont eégalement les plesmépbles ». Il semble donc qu’une fine

barriére épidermique suggére une fonction barrggr@indrie et donc une plus grande
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sensibilité a 'ATOD. Le mauvais fonctionnement ldebarriere épidermique semble donc

étre un des aspects centraux de la physiopathalegi&TOD.

Il existe une prédisposition génétique a ’ATOD. &fet, elle survient sur un terrain familial
allergique appelé ATOPIE (un enfant sur deux desatd parents sont allergiques développe
une ATOD). D’un point de vue génétique de multipddieles a des loci différents ont été
associés et semblent contribuer a la pathogenées@TeD. Parmi ces loci, hous pouvons
citer : ATOD1 sur le chromosome 3921, ATOD2 surcksomosome 1g21, ATOD3sur le
chromosome 20p ATOD5 sur le chromosome 13912-qlATédD6 sur le chromosome
5031-g33

Deux causes majeures ont été identifiees dansvVarsue de 'ATOD:(i) une défaillance de

la fonction barriere de la peau : schématiquenmlanpeau se présente comme un mur, les
brigues étant les cellules collées les unes auxemugrace a un ciment, le ciment
intercellulaire. Dans le cas de I'ATOD, le cimentearcellulaire est Iésé et donc n’assure plus
ou mal la cohésion entre les cellules de la pe@siAa peau est plus perméable, la perte en
eau est augmentée (sécheresse de la peau) etréesseags (allergénes) pénetrent plus
facilement ;(ii) des troubles du systéme immunitaire : en présdhre substance étrangere
ou d'un allergéne, les défenses naturelles de da gent exagérées. La peau réagit, c'est la
poussée d’eczéma qui se manifeste par des déemsoggarougeurs et suintements. Dans
80% des cas de 'ATOD une augmentation de la cdretgon en IgE dans le sérum a été
observée(Bieber, 2008)

Les poussées sont favorisées par de multiplesufacte(i) des facteurs saisonniers ou
climatiques (hiver, froid) ;(ii) des allergénes aériens (pollens), de contact €higk
alimentaires ; (iii) une infection ORL et/ou des lathes éruptives, telles que les otites,
rhumes, poussées dentaires(iv) des irritations cutanées (eau calcaire, savongyv))des
facteurs psychologiques, tels que le stress, legiéns...

Le traitement préventif consiste a restaurer lation barriere de la peau (cremes, huiles de
bain...) et a limiter voire éviter le contact aves allergenes. Pendant la crise, le traitement
repose sur la prescription de dermo-corticoidegiethmunosuppresseurs locaux (sur la base
d’un diagnostic médical).

Le traitement basé sur les dermo-corticoides astedgrande efficacité lors des poussées

d’ATOD. Méme si ce type de traitement occasionne oaertaine méfiance de la part des
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parents, ils sont parfaitement tolérés a conditierrespecter la prescription. Les traitements
immunosuppresseurs sont prescrits uniquement etleca&ponse inadéquate ou d’intolérance

aux traitements habituels.

5.1.2. Le psoriasis

Le psoriasis est une dermatose inflammatoire chteidont I'évolution est le plus souvent
ponctuée de poussées et de rémissions. Elle estt@asée par des lésions arrondies ou
ovalaires, érythémateuses (rougeatres) et surnodsquames seches et nacrées, appelées
«plagues psoriasiques», siégeant principalememioade, au genou ou au cuir chevelu. La
plupart des cas sont bénins. Cependant, le psori=it €également étre étendu et trés
disgracieux. En Europe, la prévalence du psoresiplaques est de I'ordre de 0,8%, ce qui
signifie que la maladie touche approximativemeiitr8illions d’Européens, avec environ 2,4
millions de cas jugés modérés a séveres. Le psosasvient généralement chez l'adulte
jeune (entre 15 et 40 ans, age moyen a l'appari8rans), hommes et femmes étant égaux
devant cette maladie. Le psoriasis n'est pas c@aglLa cause exacte de la maladie
demeure indéterminée. En effet, jusque dans leéesn80, il a été avancé que ces lésions
étaient la résultante d’'une hyper-proliférationiudelre (des kératinocytes, en particulier) au
sein de la plaque psoriasique. Cette hyper-pralifén kératinocytaire ne permet pas la mise
en place de la structure tissulaire nécessairdatdion barrieérgNestlé, 2009)

Des arguments ont été cependant avancés et suggémenimplication du systéeme
immunitaire dans le développement du psoriasissiAla recherche s’est concentrée sur le
réle joué par des messagers de l'inflammation, cgekines pro-inflammatoires dans la
progression de la maladie, mais également sutdedes lymphocytes Biichau, 2007)

Des études génétiques mettent également en avanerwain de prédisposition. Ainsi,
'implication de trois génes situés sur le chrommediumain 17 et du géene régulateur RUNX
1, entre autres, seraient impliqués dans la prédispn au psoriasigielms, 2003) Bien que la
maladie soit a ce jour incurable, des traitemenésliocamenteux permettent d’octroyer des
périodes de rémission et améliorer a la fois I'asgahysique, mental et émotionnel des
patients.

Les plaques psoriasiques bénignes et modéréestrsmitionnellement traitées avec des
formules pour applications locales (topiques) ahides dithranol ou de goudron de houille et
de soufre colloidal. Des pommades contenant ddegares de la vitamine D ou un dérivé de

la vitamine A (rétinoide) sont également appliqugesr traiter les plaques chroniques. Les
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corticoides en application locale sur la peau (deorticoides) sont également tres
fréqguemment utilisés en premiere intention, mamgl#immation peut réapparaitre a I'arrét du

traitement.

5.2. Role de la fonction barriere dans d’autres pédiologies ?

Depuis quelques années, plusieurs controversesngestet reposent sur les inquiétudes du
public face a I'impact des expositions environnetaks sur la santé humaine. Dans un
contexte global de prise de conscience de la oelajui peut exister entre I'environnement,
l'alimentation, I'agriculture et la santé, de nomises interrogations ont été soulevées en
regard de certains composeés et de leur impacasarité humaine.

Ainsi, dans ce contexte polémique, des exemplasnrédiatiques peuvent étre cités car ils
visent directement les produits dermo-cosmétiqueglues particulierement la fonction de
barriére de la peau face a certains composés cogsie&t Parmi les produits cosmétiques
incriminés ces derniéres années, nous pouvonslegaremes solaires dont il a été suggérée
gue certains composés chimiques et filtres physigaeti-UV seraient potentiellement
toxiques et donc responsables de I'apparition dearade la peau. Nous pouvons également
citer les produits anti-transpirants, qui suiteegtaines études suggerent une relation entre

leur utilisation et le développement de canceran.s

5.2.1. Cancer de la peau, fonction barriere et crées solaires

Le cancer de la peau ou cancer cutané est une tuneigne développée aux dépends des
cellules de la peau. Les cancers de la peau ekisters trois formes : les carcinomes baso-
cellulaires, les carcinomes de cellules squameeéss mélanomes. Certaines lésions sont
précancéreuses ou sont des cancers superficielmedammaladie de Paget, ou la maladie de
Bowen.

Les cancers de la peawsont les cancers les plus fréquents, mais ausglls guérissables
s'ils sont détectés et traités assez t6t. En Frarmogron 60.000 nouveaux cas de carcinomes
et 7.401 nouveaux cas de mélanomes sont diagnéstithaque année. Leur progression est
en Europe de 5 a 7 % par an. Cette progressiopregtipalement la conséquence d’'une

surexposition aux rayons ultraviolets naturelsdpét artificiels (lampes).
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Les cancers de la peau — Description et causes

Deux types de tumeurs cutanées sont essentielletisimgués, bien que d’autres types de
cancers, plus rares, puissent se développer dpesila(les carcinomes et les mélanomes).

Les carcinomes se développent a partir de celldéesépiderme, soit de la couche basale
(carcinome basocellulaire), soit des couches sexpérs (carcinome spinocellulaire). Ce sont
les plus fréquents, puisqu’ils représentent 90 % abncers de la peau, dont 75 % pour les
basocellulaires et 20 % pour les spinocellulaitess carcinomes surviennent la plupart du
temps apres 50 ans et se guérissent aisémentat@sames basocellulaires ne développent
jamais de métastases; les spinocellulaires assemeat, principalement dans les ganglions
lymphatiques proches de la tumeur. Le développentest cancers suit généralement
plusieurs étapes. Pour les carcinomes spinoceklsldia tumeur débute souvent sous la forme
d’une Iésion localisée dans I'épiderme. En surfacérme une crolte (kératose actinique) ou
une sorte d’eczéma (maladie de Bowen). C’est I$iva du derme, plus profond, qui
caractérise le stade de carcinome invasif.

Les carcinomes apparaissent le plus souvent suoless exposées, c’'est-a-dire sur le visage,
les épaules, les avant-bras et les mains. Le can@rbasocellulaire peut avoir I'aspect d’'un
petit nodule dur et arrondi (la classique «perleg)i se développe lentement et
progressivement ou d’'une petite zone blanchatmtritielle qui s’agrandit petit a petit ou
encore d’'une ulcération, qui ne cicatrise pas. hecinome spinocellulaire apparait sous

forme d’'une crolte qui bourgeonne et peut ensaitmsr.

Chez des sujets prédisposés, plusieurs facteumrngmentaux (expositions solaires aigués
intermittentes et répétées surtout, mais ausssaa@®nnements ionisants, des expositions a
l'arsenic, aux goudrons de houilles,...) sont imm@&wans la formation des carcinomes
basocellulaires et des carcinomes épidermoidesdi@érentes expositions soulignent le role
(direct ou indirect) de la fonction barriere damsléveloppement de ces pathologies.
Cependant parmi les facteurs de risque essentielsdoivent pas étre exclus les
prédispositions familiales (génétiques), I'expasitia certains virus (virus du papillome
humain). Les cicatrices de brilures ou des plagesigtantes représentent aussi un facteur de
risque pour le développement de ces cancers. @ertaeédicaments immunodépresseurs

peuvent également favoriser la survenue de cam@s@pidermoides.
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Les mélanomes se développent a partir des mélamcyu de synthese de la mélanine.
Cette mélanine est responsable de la pigmentationebou rouge de la peau. En effet, il
existe deux types principaux de pigments : lesfrgai conférent le bronzage et une certaine
protection contre les ultraviolets (UV), et les ges (peau rousse) qui ne protegent pas. Les
sujets qui fabriquent essentiellement des pigmentges ne bronzent pas et sont, de ce fait,
plus a risque de développer des cancers cutangsnéklnocytes sont normalement présents
dans I'épiderme, associés aux cellules épidermiguagpartie profonde de I'épiderme.

Les « grains de beauté », ou naevus, correspoad@me accumulation de mélanocytes dans
le derme, ce qui explique leur couleur brune owgeoes cancers sont beaucoup plus rares,
mais peuvent se développer chez des sujets jellifeagt. les détecter et les traiter rapidement,
car ils peuvent diffuser dans tout le corps et @onles métastases trés difficiles a traiter.

Le plus souvent, les mélanomes sont des tumeunsepiges, plus ou moins brunes, car elles
contiennent la mélanine.

Les mélanomes peuvent se développer sur n'impog#egpartie du corps, mais apparaissent
assez fréquemment sur le tronc chez 'homme etlesujambes chez la femme. Le plus
souvent, les mélanomes se présentent sous la fdume lésion pigmentée, qui s’étend en

superficie d’abord, en épaisseur ensuite, chanderde et de couleur.

L'exposition solaire excessive est le facteur dfseresponsable du développement des
cancers cutanés, et plus particulierement des wm@as. Les patients a peau blanche
d'origine européenne sont les principales victidess carcinomes cutanés, qui sont plus rares
chez les patients a peau pigmentée.

Pour les carcinomes spinocellulaires, les risquegmantent avec le nombre d’heures
d’exposition. A ce titre, les sujets travaillant@grmanence a I'extérieur (marins, cultivateurs,
etc.) constituent une population dite a risque.rHea carcinomes basocellulaires et les
mélanomes, il apparait aujourd’hui que des coupsotkdl recus pendant I'enfance (avant 10
ans) représentent un facteur de risque majeur. ¥maportance de protéger tout
particulierement les enfants des rayons du selethmment aux époques et aux heures ou ils
sont les plus intenses.

Les UV (ultraviolets) pénetrent dans la peau aetaément les réactions chimiques conduisant a
la production des mélanines, de la vitamine D, naaissi a de nombreux effets néfastes a

hautes doses. Les effets néfastes a long terme mamtipalement l'accélération du

vieillissement cutané (héliodermie) et la survedeeancers cutaneés.
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Les cancers de la peau - Prédisposition génétique

Plusieurs équipes de recherche ont identifié demtians génétiques (localisées sur les
chromosomes 9, 11 et 16) associées au risque deog@er un mélanome. Les deux
premieres régions géeneétiques sont situées suhtemnosomes 11 et 16 : elles sont associées
au mélanome et contiennent des genes impliqués léapsocessus de pigmentation. La
troisieme région est localisée sur le chromosoni@p21) : elle inclut des génes impliqués
dans le cycle cellulaire et est associée non seuieau mélanome mais également au nombre
de grains de beauté. Ces recherches montrent gue,ume exposition excessive aux rayons
du soleil, certaines caractéristiques geénétiquescempagnent d’'une prédisposition au
mélanomeFalchi, 2009)

Les chercheurs ont également montré que des wa$atgénétiques situées sur le
chromosome 9 sont aussi associées a une augmertaticssque de carcinome basocellulaire,
la forme de cancer cutanée la plus fréquente. Glegiains professionnels (jardiniers,
agriculteurs, marins, pécheurs, etc.), I'expositthronique au soleil combinée a une certaine

prédisposition génétique pourrait expliquer le d@weement de ces cancers.

Cancers de la peau et Produits dermo-cosmétigusscontroverse

Le cancer de la peau ne peut étre directement lideadysfonction de la barriere cutanée.
Cependant, de nombreuses substances exogénes eaomges produits cosmétiques
appligués de maniere répétitive sur la peau sospesiées de favoriser I'apparition de ces
cancers.

En effet, la polémique dure depuis plusieurs andégset ce pour les raisons suivant@sll

est estimé que le nombre de cancers de la peatepsgegrégulierement avec deux fois plus de
cancers tous les dix ans. Ces estimations sontetradiction avec I'augmentation de la
consommation de produits solaires, qui a été nlidldppar deux en dix ans (d'aprés la
Fédération des industries de la parfumer{@), de nombreuses substances physiques ou
chimiques de synthése entrent dans la composigarochbreux produits domestiques, et plus
particulierement, de produits cosmeétiques (donppliation sur la peau peut étre
guotidienne), ces derniers ont été proposés comamglidats potentiels favorisant le
développement de cancers. En effet, depuis plisi@unées maintenant, une polémique se
développe, notamment par le relais des médias etecoe la présence et la toxicité
potentielle de certaines molécules dans des pdogmétiques a usage courant. Parmi les
composeés incriminés nous pouvons citer : les étllersglycol (dont le conservateur

phénoxyéthanol), les parabéenes, une famille deerwateurs tres efficaces, ou certains filtres
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solaires chimiques - tout particulierement le 4imkbenzylidene camphor (4-MBC) - censés
posséder des effets perturbateurs endocrig@h&mpf, 2001) Enfin, nous pouvons également
citer les nanoparticules de dioxyde de titane mtése dans de nombreux produits
cosmeétiques (cremes solaires, dentifrige.Des études montrent qu'a de fortes doses
d’exposition, ces composés contenus dans les creoteses exercent des effets indésirables
sur la santé, cependant les effets de ces compodés doses plus faibles, notamment au
travers d’'une exposition via des cosmétiques megours pas prouvée.

Depuis plusieurs années, la communauté scientifigsie également divisée sur le sujet car
plusieurs hypotheses sont avancées. Des résulédtsles épidémiologiques montrent que
l'utilisation de produits solaires pourrait repmise un risque plutdt qu'un facteur de
protection contre le mélanome. Cependant, ces \adis@ms pourraient étre uniquement la
résultante d'un changement de comportement : lesvittus s'enduiraient d'une mince
pellicule de créme solaire et, se croyant protéglégposeraient plus longtemps au soleil et ne
respecteraient pas les consignes d'utilisation ete produits (temps d’exposition, mode et
fréequence d’application).

Il se peut également que l'augmentation observéecke des cancers de la peau puisse
s’expliquer par un « effet retard ». En effet, ede moment ou un individu initie son cancer
de la peau et le moment ou il se déclare, il peyiasser 20 a 30 ans. Il se pourrait donc que
des mélanomes qui apparaissent dans les années sEO%bient créés en 1970, et
probablement avant. Les patients d'aujourd’huiiesgralonc les enfants des années 1960,
époque ou le bronzage était roi et les produitsaies beaucoup moins efficaces
gu'aujourd'hui. Et comme les individus (en Frammamment) n'ont réellement commencé a
utiliser les cremes solaires qu'a partir des andi®89, le nombre des cancers de la peau
devrait continuer de croitre. Alors que 6 000 aOD Mouveaux meélanomes par an sont
déclarés en France, en Australie, une diminutiomdinbre de cancers seraient observées
seulement depuis 4 ans, alors que leur campagpetdention a été engagée il y a plus de 25
ans. Enfin, il a été également proposé qu’'une atpossolaire intermittente serait beaucoup
plus risquée qu'une exposition réguliere. Ainsis deses intermittentes de soleil recues par
un employé de bureau en vacances seraient beauplugp risquées en termes de

développement de mélanome que les doses régulEness par un travailleur de plein air.

Reste qu'aucune étude scientifigue ne peut proaesr différentes hypotheses. Car les

mécanismes de déclenchement des cancers de lagieaatamment des mélanomes, sont
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encore mal connus, de méme que le mode d'actiodegnfin, ces études sont d'autant
plus difficiles a réaliser qu'il n‘existe aucun ratedanimal ou modele biologique d’étude

approprié.

5.2.2. Cancers du sein, fonction barriere cutané&els d’Aluminium

Le sein a deux fonctions importantes : il joue d'wart un grand réle dans l'image que la
femme a de son corps et de sa féminité. C'estre'patt I'organe de la lactation, c'est-a-dire
gu'il produit du lait pour nourrir le nouveau-né& kein est une glande (glande mammaire),
composée de compartiments. Chacun de ces compatsimemprend des lobules et des

canaux. Les lobules fabriquent du lait en pério@dlaitement et les canaux le transportent
vers le mamelon ou il est tété par le bébé. Le ssirsous l'influence d'hormones sexuelles,
fabriquées par les ovaires, de la puberté a la psrse:(i) les cestrogenes favorisent le

développement des seins au moment de la pubedérd@@mones sont fabriquées au cours de
la premiére partie du cycle menstruéi); la progestérone est principalement présente rs d
la seconde partie du cycle menstruel. Elle comglattion des cestrogénes. Par ailleurs, la
sécrétion de lait (lactation) est sous l'influedeela prolactine, hormone fabriquée au niveau

de I'hypophyse.

Les cancers du sein — Description et causes

Deux types de cancers du sein peuvent étre digtigy) les cancers dits "infiltrants"
lorsque les cellules cancéreuses franchissentrt@ gdas canaux ou des lobules ; le cancer
canalaire infiltrant est la forme la plus fréquenéecancer lobulaire infiltrant étant beaucoup
plus rare. Ce type de cancers peuvent se dissémansrles ganglions (les plus souvent
touchés sont les ganglions axillaires situés aeanivdes aisselles) ou d'autres parties du
corps, a l'origine de tumeurs secondaires ou nasast Les organes les plus susceptibles
d'étre le siege de métastases d'un cancer ducstites os, les poumons, le foie et le cerveau.
(i) les cancers dits "intracanalaires” ou encore ih situ’' si les cellules cancéreuses
demeurent a l'intérieur des canaux ; ils sont les glouvent découverts lors d'un examen de
dépistage systématique par mammographie. Dansingeitas, ce cancen situ peut étre
révélé par un écoulement de sang du mamelon oaaémea a ce niveau.

Ces deux types de cancers se traitent généraledenfacon différente. Les cancers
« infiltrants » peuvent associer des traitementsad& (chirurgie, radiothérapie) et des

traitements plus généraux (chimiothérapie, hormuéraipie), alors que pour les cancers "in
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situ”, le traitement local peut suffire.

Les causes du cancer du sein ne sont pas connussntetsusceptible d’impliquer une
combinaison de prédispositions génétiques, par pblenmmutations des genes de
prédisposition BRCAL1, BRCA2 et d’expositions a daltiples facteurs environnementaux.
Ces derniers n'ont pas été identifiés malgré quiombre important de candidats aient été
désignégVeronesi, 2005)La grande majorité des cancers du sein sontaténbcarcinomes”,
c'est-a-dire qu'ils se développent dans la glandemmaire, a partir des cellules des canaux

(cancer canalaire) ou des lobules (cancer lobylaire

Cancers du sein et anti-transpirants — La contreeer

Depuis plusieurs années les meédias font état @anehtre I'utilisation d'anti-transpirants ou
de déodorants et le risque de développer un cahceein. Allégation réfutée aussi bien par
les industriels que par les scientifigues car aacétude n’a, a ce jour, permis de mettre a
jour une association directe entre l'usage d'astispirants et le risque de développer un
cancer du sein. Cependant la controverse exigs études restent contradictoires.

Les anti-transpirants ont pour role de réduireréangpiration. Les principes actifs les plus
souvent utilisés pour contrbler la transpiratiomtsées sels d’aluminium, qui peuvent
représenter jusqu’a 25% de la composition d’'un-@atispirant. La crainte et les inquiétudes
soulevées viennent du fait que ces sels d’alumimponrraient interférer avec les récepteurs
aux cestrogenes et favoriser ainsi le développeniemancer du sein. Les estrogenes étant
connus pour étre impliqués dans le développemelat togression du cancer du sein, tout
composant de I'environnement ayant une activitérogénique et pouvant s’infiltrer dans le
sein pourrait donc, théoriguement, augmenter tpigsle cancer du sein chez la femme.
Dans ce sens, différentes études ont été mendgeslafmettre en évidence la pénétration
cutanée potentielle des sels d’aluminium. En 1986 travaux du professeur E. Creppy, du
laboratoire de toxicologie et d’hygiene appliquée ld faculté de pharmacie de Bordeaux
montraient, que chez la souris, ce métal est absoab la peauapane, 199%. Cependant, la
souris est un modele d’étude imparfait pour rénltes études de biodisponibilité et les
données ne sont donc pas transposables a I'horigientes Bulletin n°5, 2001

En 2004, une étude a été réalisée sur une populdgo437 femmes ayant développé un
cancer du sein afin de définir leurs habitudes é&smes. Cette étude a permis de montrer
une relation entre la fréquence d’application dati-transpirant (deux fois par semaine), la

pratiqgue du rasage sur la zone d’applicationsqtims par semaine) et 'age d’apparition plus
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précoce d'un cancer du sein (quinze ans plusliég.auteurs de cette étude suggerent que le
rasage faciliterait probablement I'absorption gduminium car cette pratique fragiliserait la
barriere cutanéevicGrath., 2003.

Cependant, une étude comparant les habitudes @éinygie deux groupes de 800 femmes, les
premieres atteintes d’'un cancer du sein, les sesoad bonne santé n’a pas permis pas de
montrer que l'utilisation d’'un anti-transpirant ade de sels d’aluminium augmente le risque
de développer un cancer du seiriri¢k, 2002). Enfin, une revue systématique des études
parues sur le sujet en 2005 dans le Journal ofiéghploxicology, a cependant relancé le
sujet. Selon Darbret al.,des études supplémentaires sont nécessairesa@afaiugr I'impact
potentiel d'une exposition cutanée a I'aluminiunt Rurisque de développer un cancer du
sein Qarbre, 200%.

La question est donc de définir si I'aluminium peénétrer la barriére cutanée, sous quelles
conditions, et a quelle dose ?

A ce jour, peu d’études ont été réalisées et aucuaepermis de donner une réponse
définitive a cette question. Une étude portantl'stosorption de chlorhydrate d’aluminium
sur de la peau humaine et réalisée sur deux valesta permis de montrer que seulement
0,012 % de I'aluminium serait absorbé au niveadadgeau Klarend, 2001) La peau jouerait
donc efficacement son réle de barriere face auxdaluminium Exley, 2004).

Cependant, un cas d’étude isolé montre que latgitua’est pas si simple. En effet, il a été
décrit le cas d’'une femme de 43 ans se plaignamed’mmense fatigue et dont la cause était
une hyperaluminémie. De maniere surprenante, rars on environnement personnel et
professionnel ne I'exposait a 'aluminium. Touteusz® de contamination éliminée, le seul
suspect proposé était le déodorant anti-transpi@md patiente. Pendant 4 ans, cette femme a
utilisé tous les jours un déodorant anti-transpit@ntenant du chlorhydrate d’aluminium.
Pour veérifier leur hypothése, les chercheurs omatalé a la jeune femme de cesser d'utiliser
son déodorant. Dans les trois mois qui suivireatfatigue s’est atténuée, puis a disparu.
Parallélement, son taux plasmatique d’aluminiumoasiérablement chuté. Le déodorant
anti-transpirant était donc responsable de I'hypemaémie. Guillard, 2004) Ce cas ne peut
refleter qu'un cas d’hypersensibilité individuelt®pendant il montre la possibilité qu’a
aluminium contenu dans des anti-transpirantsrdadhir la barriere cutanée et générer des

troubles pathologiques significatifs.

Il est donc indispensable de définir des protocoled'études et des méthodes d’analyses

qui permettent de répondre sans ambiguités a cest@mrogations.
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5.2.3. En conclusion

Bien que ces deux types de cancer ne soient padtafinent liés a I'altération de la fonction
barriére, le fait que des expositions environnealeata des agents chimiques potentiellement
entrés en contact avec la peau a soulevé et sceh@oee de nombreuses interrogations.

La controverse est donc bien présente dans legsesprsoulignd’important besoin (des
consommateurs, des industriels, des autorités contpétes) d’apporter des réponses
concrétes et donc de comprendre et d’identifier lesnécanismes impliqués dans la
régulation de la fonction barriere cutanée, mais adigne également le besoin de
protocoles et de méthodes d'investigations pour rémdre aux problématiques

d’expositions sur des spécimens biologiques.

6. La fonction barriére et ses modeles d’études

6.1. Les modeles de peau disponibles

Les sources possibles de peaux humaines sontdpsids, les prélevements cadavériques ou
encore les prélevements chirurgicaux (chirurgibésgjue). Cependant, il existe un nombre
important de réglementations Iégales et éthiqueseraant I'utilisation des tissus humains.
De plus, les besoins en peau humaine ne cessamndémter mais leur disponibilité reste
limitée par le nombre de préléevements mais eégalepanl'altération potentielle de la peau
lors de la conservation. Ces contraintes limitenir lemploi pour des essais a une grande
échelle. De ce fait, les épidermes reconstruits @gt présentés comme une alternative
potentielle.

Dans I'optique de définir un modele tissulaire tBirét, deux criteres majeurs doivent étre pris
en considération (i) le modele animal devra étre phylo-génétiquemeissiaproche que
possible de I'homme ef(ii) reproduire le plus fidelement possible les praggss
physiologiques/ biochimiques d’intéréts et conserve une structure
morphologique/anatomique similaire.

De plus, le choix de l'approche expérimentale et rdadele cutané pour I'étude de
'absorption de molécules chimiques est une étdpequi peut étre envisagée de fagon
différente selon les objectifs de I'étude et desgfulités techniques. Plusieurs approches

expérimentales sont possibles : [{@pproche in vivo qu’elle soit menée chez I'animal ou
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’homme et (ii) 'approche ex vivg au moyen d’explants cutanés d’origine animale ou
humaine. Le choix du modele et de I'approche expéntale se basera sur différents critéres :
() les criteres scientifiques avec la pertinence iplggique du modeéle choisi (I'espéce, la
structure de la peau), sa prédictibilité (son edfation a 'homme) et la fréquence de son
utilisation dans les études déja publiéegii) les criteres éthiques et réglementaires
(notamment pour les approchés vivo sur I'animal et I'homme) ;(iii) les critéres
économiques, techniques (facilité de mise en ceuetejtatistiques (reproductibilité du

modele).

L'approche in vitro dite « organotypique »

Bien que la peau soit un organe accessible, étemslble, permettant une étude relativement
facile in vivo, il est tres difficile d’appliquer I'ensemble dgwotocoles de recherche
nécessaire a I'étude d’'un tissu complexe. De jplasr des raisons éthiques, les investigations
in vivo chez I'homme sont limitées. Et les modéles animaexpeuvent apporter que des
réponses partielles du fait de différences sigaiii@s entre peaux animales et peaux
humaines (histologie, pilosité,...).

Pour palier a ces inconvénients, les étudestro, c’est-a- dire utilisant des cellules humaines
isolées et mises en culture, sont de plus en godbreuses. Ces études sont trés intéressantes
en ce gu’elles permettent d’étudier et d’élucidercartain nombre de mécanismes. Mais elles
présentent le probléme inverse des études réalmdese vivant: les modeles sont trop
simples et ne refletent pas, ou pas assez, lesoptafes observés vivo. De plus, ces
cellules sont tres souvent cultivées en monocoumd@ui ne reproduit pas I'environnement
habituel des cellules dans I'organisme humain ¢esede déploient généralement dans une
structure tridimensionnelle.

Ainsi, apres avoir longtemps utilisé des culturasmeonocouche de lignées cellulaires pour
les tests d'efficacité et de toxicité, la recherehaujourd’hui intégré les nombreux progrés
réalisés en ingénierie tissulaire qui ont permisdéeloppement de nombreux modeles
tridimensionnels tels que les modeles de derme&eptdermes reconstruits mais également
les modeles de peaux reconstruites, la plupartedenmodéles étant aujourd’hui réalisés a
partir de cellules humaines non issues de lignéewe transformées. En effet, outre les
kératinocytes, les mélanocytes et les cellules alegkrhans qui assurent respectivement les
fonctions de pigmentation et dimmunité ont étéégrtes dans des modeles plus

perfectionnés.
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En 1975, J.-G. Rheinwald et H. Green, sont parvantidtiver en série des kératinocytes sur
une trame de fibroblastes nourriciers. Une foiserrencés, les kératinocytes établissent des
colonies pour finalement former un lambeau. Ce esubstitut d'épiderme, ainsi généré,
est constitué de plusieurs couches de kératinodyiggins mais ne possede pas encore de

couche cornée fonctionnelieheinwald, 1975)

Les champs d’application de ces modéles sont namlekles modeéles reconstruitsvitro
permettent, par la recherche fondamentale, undeuegl compréhension des interactions des
différents constituants cellulaires et moléculaiagssein de la peau normale. Ces modeles
permettent également d’envisager des tests alisraatk modeles animaux qui tendent a étre
supprimés en cosmétique. Ces systémes sont aldjoude plus en plus utilisés notamment
lors des phases de développements de principefs acsmétiques afin d’'identifier de

nouvelles molécules actives.

L'approchein vitro dite « organotypique » consiste donc a reconstmeér la peau a partir de
cellules humaines en culture et d'éléments malsici@us les modeles développés possedent
en commun un support de culture pour les kératiescgt I'exposition de la culture a l'air.
Ainsi, le modéle de peau reconstruite peut compameépiderme différencié, mais aussi un
derme équivalent vivant contenant des fibrobladbems ces modéles, le derme reconstruit
est généralement une matrice poreuse a base agauwdl dont la structure tridimensionnelle
permet I'adhésion, la prolifération et la migratide fibroblastes qui sont ensemencés a leur
surface. A l'intérieur de ce derme reconstruit,flbeoblastes peuvent proliférer et synthétiser
toutes les molécules présentes dans la matricaceMulaire (collagenes de type | et I,
fibronectine, laminines, glycosaminoglycanes, etafjn de créer un tissu pouvant
progressivement libérer par exemple des facteurgassance et servir ensuite de base pour
I'élaboration d’'une peau reconstruite. Afin d’aliteune peau reconstruite, des kératinocytes
humains sont ensemencés. Ces kératinocytes seediffént rapidement en un épiderme
pluristratifié. Cet épiderme est caractérisé pag aouche de cellules basales organisées et
adhérentes, et par des couches suprabasales dguoellles sont identifiés les principaux
marqueurs de la différenciation (filaggrine, trdotgminase et involucrine) ainsi que les
kératines 10 et 14.
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L'approche ex vivo

Les études d’absorption percutanée sont menéedesumodeéles animaux et sur ’lhomme
(Griesemer, 1958 ; Kondritzer 1959 ; Fredriksso@6Ql; Craig, 1977 ; Maxwell, 1987 ; Knezevic, 1993
Huong, 2009)L'utilisation de modéle biologique de type « exglautanéex vivo» permet de
se rapprocher des conditioimsvivo et d’étudier la réponse de la peau dans son enseinbl
différents agents de stress ou traitements phatogigoes. Un modele ex vivo est
relativement facile d’utilisation.

La culture d’explant de peau humaine maintenu eviesa commencé a étre développée il y a
une vingtaine d’années. Des études morphologigudsoehimiques montraient déja une
capacité de différenciation épidermique de I'explaentique a celle de la peadolbrook,

1983).

Les différences de perméabilité des peaux aninmegapport a la peau humaine, rendent
difficile I'extrapolation des résultats a I'homm@epuis ces 20 dernieres années, les modeles
animaux les plus utilisés dans le cadre de I'alismrppercutanée demeurent le porc, le
cochon d’Inde, la souris et le rataqg Genderen, 1985 ; Knezevic, 1993 ; Chilcott, 20®amilton,
2004 ; Chilcott, 2005)La peau des rongeurs, deux a trois fois plus dine la peau humaine,
n‘apparait pas étre le modele expérimental le pldapté en vue d'une extrapolation a
’homme. Des modifications génétigues de ces ammpauvent cependant permettre
d’intensifier ou d’atténuer une caractéristique gbgathologique de I'espece (cochon d’Inde

sans poils ou hairless).

La peau de porc et plus recemment la peau d’omlporc, de structure proche de celle de la
peau humaine (épaisseur, composition lipidiqustdatum corneumndensité pileuse. . .) sont
aujourd’hui les modeles de référence pour étudarsbrption percutanée et pour tester
I'efficacité de la protection de la peau vis-a-dis certaines substances chimiq&sbero,
2009 ; Chilcott, 2005 ; Dick, 1992)

Certains auteurs ont également utilisé des mod#desouris chiméres (souris athymiques
hairless greffées avec de la peau humare#efrrath, 1984 Van Genderen, 1985)Cependant, ce
modele nécessite une technicité particuliere et afdais importants puisque six a huit

semaines sont nécessaires a la prise du greffon.
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6.2. Les modeles d’étude disponible : FB (Modéleftlision passive)

L’absorption percutanée proprement dite correspnttansfert d’'une substance a travers la
peau depuis le milieu extérieur jusqu’au sang. fdlet étre définie comme la somme de trois
événements successifs : un contact au niveau drutzhe cornée, une pénétration au travers
de chaque structure du tégument (couche cornéeerépeé vivant, derme et annexes
pilosébacées) et une phase de résorption dansdeainculation dermique papillaire et
lymphatique.

Anatomiquement, deux voies distinctes s’offrent rplaupénétration des substancda voie
transannexielle (via les follicules pilosébacés et/ou les glandedospares) etla voie
transépidermique (au travers de la couche cornée). La diffusioraaets la couche cornée
peut s’effectuer par passage transcellulaire diegcpar passage intercellulaire dans les
espaces tortueux laissés libres entre les corngmcyta pénétration percutanée d’une

substance est influencée par plusieurs facteugsdiddrits page 53.

Les études sur la pénétration transcutanée sonésbréalisées a l'aide de systémes statiques
comme la cellule de Franz ou un bout de peau exaggécomme une sorte de membrane
entre la substance appliquée sur la couche comnéa &quide situé de l'autre coté (cote
derme), qui est alors récupéré et analysé. Cedgp@érience est standardisé et fréquemment
utilisé pour étudier la perméabilité de la peauff@ntes especes moléculaires.

Cette approche développée, notamment par Franaaigh Kranz, 1975 ; Bronaugh, 1982st
maintenant largement utilisée pour quantifier l@psion percutanéer{anz, 2009 ; Fini, 2008 ;
Blank, 1957) Un échantillon de peau isolée « explant cutamSt»placé dans une cellule de
diffusion en verre ou en Téflon. La peau délimitesadeux compartiments : un compartiment
donneur (ou épidermique) et un compartiment reaef@udermique). La face dermique de la
peau est en contact avec un liquide thermostaté hgdrate et maintient I'intégrité
physiologique de I'explant cutané. La substancwudiér, pure, dissoute ou dispersée dans un
solvant ou un excipient, est déposée sur la fapérmure épidermique de la membrane. La
substance qui diffuse a travers la peau pendamluige de I'expérimentation est dosée
périodiquement dans le compartiment receveur.iitexdeux types de cellules de diffusion :
les cellules statiques ou le compartiment récepteésente un volume de liquide fixe et les
cellules dynamiques (ou a flux continu) dans leligside liquide receveur est constamment
renouvelé (Boudry, 2008) Les prélévements continus de fractions du liquideeveur

maintiennent un gradient de concentration limi&nsi 'accumulation de la substance qui a
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diffusé dans le compartiment receveur. Les cellataiques, de mise en ceuvre simple, sont
préférées pour les études de mise au point. Ladesbynamiques sont privilégiées pour les
études sur le métabolisme cutarg@ofaugh, 1982) Différents systémes, décrits dans la
littérature, ont été développeés.

L’avantage de la cellule de Franz est qu’elle perame analyse quantitative de la fonction
barriere physique du tissu. Cependant, aucunenv#ton n’est disponible sur les voies de
pénétrations. Notamment, des processus de diffusgonn follicule pileux peuvent survenir.

Le follicule pileux peut étre tronqué du coté dajua et jouer alors un role de « tunnel » de
transport des différentes especes moléculairedetesDans ce cas, la mesure apparente de la
pénétration dans cette expérienice vitro ne permet pas de conclure vis-a-vis d'une

pénétratiorin vivo.

La surface de la peau peut étre couverte (conditaatlusives), semi-couverte (conditions
semi-occlusives) ou exposée a l'air ambiant (caomt non-occlusives). L'intérét principal
de l'occlusion est de limiter I'évaporation de eé@ms composés volatils. Elle entraine
cependant une hydratation dstratum corneumavec une réduction de sa densité
(fluidification des ciments intercellulaires), uigmentation de la température et du pH
cutanés Keifenrath, 1991 ; Bronaugh, 1984)’exposition sous occlusion augmente d'un facteur
deux a dix I'absorption percutanée des pesticitiez thomme.

Les explants cutanés peuvent étre d’origine humammeanimale. Les explants de peau
humaine sont issus de plasties chirurgicales (dgcbpératoires d’abdomino-plasties ou
mammoplasties) ou de prélevements post-mortem 2defieau maximum apres le déces
(Guidance document for the conduct of skin absompginidies. 2004)Les explants cutanés sont utilisés
frais ou congelés, la perméabilité de la peau ntépas altérée par la congélation (a —20°C
pendant 12 mois)Harrison, 1984) L'approche ex vivo est menée sur des explanterent
(épaisseur totale de la peau), sur des explants tépaisseur est réduite (peaux
dermatomeées), sur des épidermes isolés ou suredex perfusées. L'utilisation de la peau
entiére se justifie quand la peau est tres fingiieure a 1 mm), comme pour la souris ou le
lapin et/ou est difficile & dermatomesu{dance document for the conduct of skin absompsitudies.
2004) La présence du derme profond et I'absence dalation sanguine peuvent cependant
ajouter une barriere supplémentaire aux moléculesphiles qui s’y accumulent. Une
alternative consiste alors a utiliser de la peamdeomée ou I'épaisseur de la peau est réduite

a I'épiderme et a une partie du derme papillaireesdiiciel. L’utilisation d’'un dermatome
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représente la méthode la plus répandue et la plumductible pour la préparation de ces
échantillons cutanés. L’épaisseur ainsi normaldéeces membranes (de 200 a 500 pum)
permet de réduire les variations inter-échantill@isd’améliorer la reproductibilité des
résultats.

Les membranes épidermiques représentent une aiternaalable pour s’affranchir
totalement du derme. La préparation de ces épideismdés est cependant délicate et peut
altérer l'intégrité physiologique du prélevemening, la séparation thermique de I'épiderme
par chauffage de la peau inactive certaines enzyowsnées et modifie I'absorption
percutanée de certains composésddn, 1985) D’autres techniques de séparation de
I'épiderme et du derme sont néanmoins disponiblese: séparation enzymatique dans des
bains de protéases (trypsine/collagénase), chinpquémmersion dans des solutions de sels
de bromide, de thiocyanatBr¢naugh, 1982t mécanique par étirements ou par aspirations de

la peau Rosett, 1967 ; Kiistala, 1968)

6.3. Les différents protocoles d’altérations physiogiques de la fonction barriere

Il est admis que la permeéabilité de I'épiderme ok des composants extracellulaires
enrichis en lipides de la couche cornée. Ces lasdipidiques intercellulaires pourraient en
effet médier la perte d’eau transcutanée et jonadle vital dans la fonction barriére. Le tape
stripping, I'exposition a des solvants (acétonepaies détergents sont connus pour perturber
cette barriere perméable et entrainer des répdms@®ostatiques dans les couches sous

jacentes de I'épiderme qui entraine alors un re@yugnt de la barriére.

Délaminations par arrachages du stratum corneum ¢hes adhésifs (Tape Strippindprés

sa description par Pinkyinkus, 1951)la méthode de tape stripping est devenue uneoaeth
standard dans la recherche en dermatoli®er, 1999)Le Tape strippingaltére la fonction
barriere de facon mécanique. lstratum corneumest arraché par plusieurs passages
d’adhésif. Cette méthode peut étre utilisée afiobténir une peau plus sensible, plus fine
avant l'application d’irritantgNangia, 1998)ou d’allergénegKondo, 1998) Similairement, le
tape stripping est utilisé afin d’'induire une addon définie de la barriere hydrique afin
d’évaluer I'effet subséquent a une application dedpits dans la restauration de la barriere
(Fluhr, 1999) Elle peut aussi étre utilisée afin d’étudier lalgéale la couche cornéehadially,
1995) En dermato-pharmacologie, la fonction barriereadeduche cornég/an Der Valk ,1991)
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la bio-disponibilité et la bio-équivalence de médnents a application topiqueoystynek,

2001)peuvent aussi étre évalués grace a cette méthode.

Bien gqu’'une attention considérable a été portéenéet de comprendre les mécanismes de
lirritation cutanée, les mécanismes moléculaitesedulaires qui suivent un contact avec un

irritant sont toujours peu connus.

Le Sodium Dodécyl Sulfaést un surfactant largement utilisé dans le baltéler la fonction
barriére de la peau et d’étudier les mécanismastsdu la pénétration d’agents exogenes sur
des peaux altérées. Les lipides dans la coucheéeoconstituent la premiére barriére
perméable de la peau. Cette barriére de lipideteegans I'espace intercellulaire sous forme
de bicouches lamellaires tres organis@esdison, 1987 ; Swartzendruber, 1989) était donc
raisonnable de penser que les solutions surfastasp@liquées sur la peau pourraient
émulsifier et altérer la barriere lipidique de lauche cornée et ainsi augmenter la
perméabilité cutanée. En effet, des études ont néaamiie I'exposition de la peau a un
surfactant altere I'organisation structurale desd&s qui composent la couche cornée. |l
induit aussi expérimentalement une dermatite ddactrchez l'animal et chez 'homme
(Tupker, 1997)et entraine une augmentation de la perméabilitéa deuche cornée a I'eau et a

d’autres composeés.

L’'acétone.Les propriétés de perméabilité de la barriereadeebu sont mediées par une série
de multicouches lipidiques, enrichies en céramideslestérol et acides gras libres cloisonnés
dans les interstices de la couche corr@s, 1983).L’acétone est un solvant organique qui
altére la fonction barriere en extrayant les lipidke la couche cornéeegling chimique
Ceci entraine une réduction significative des bit@s lamellaires et une dilatation lacunaire
au sein des domaines intercellulaires. L'acéton&éautilisée a des fins différentes. Par
exemple des souris hairless exposées a de l'acd&inhesté utilisées afin d'étudier la
régulation de la synthese de lipide épidermiquéigipant a ’lhoméostasie cutan@eingold,
1991) Ce méme modele a permis de mettre en évidencme@ltération de la barriere avec
de l'acétone entraine une augmentation de la TEWki aju’'une absorption accrue de
composés exogenes (hydrochloride de lidocdirsa), 1996).

De nombreuses études ont mis en évidence que desahes lipidiques dans la couche
cornée sont, au moins en partie, sinon entieremesponsables de la pathogenese de

I'altération de la fonction barriere comme ce gpparait dans le psoriasis, les ichtyses, la
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dermatite atopique, les irradiations ultra violetfour les nouveaux nés prématui@s,
1984 ; Ghadially, 1992)Les caractéristiques de perméabilité de la pétaévéa par I'acétone a
différents composés pourraient avoir des implicetipour la perméabilité de médicaments

dans le cas de nombreuses formes de désordrepeaua

Exposition aux rayonnements ultravioletis'exposition de la peau aux rayonnements
ultraviolets induit de nombreuses réponses dangissel telles que des érythémes, de
I'hyperprolifération, la desquamatiogkondo, 1993 ; Farr, 1985; Nordlund, 198&f aussi une
intégrité de permeéabilité de la barriere épidermigq@mpromise qui est dose dépendante
(Haratake, 1997) Des études ont montré que les irradiations UVpdaux de mammiféres
altérent la perméabilité de la fonction barriéerdadpeau, accompagnée par une augmentation
de la perte d’eau transépidermique et des altéstin profil lipidique de la couche cornée
(Meguro, 1999 ; Takagi, 2004).es mécanismes moléculaires et cellulaires aetsadesquels les
rayonnements UVA, et UVB en particulier, sur latdimition du calcium dans I'épiderme ne
sont toujours pas élucidés a ce jour. Des étuddséés sur des souris Hairless montrent
gu’une altération de la distribution du calciumégence d’agrégats calciques dans les espaces
intercellulaires dustratum corneumse produit en réponse a une irradiation UVB et se
maintient plusieurs jours apres exposit{oiang, 2007) Il est, cependant, aujourd’hui difficile
de définir si les modifications de concentratioradciques doivent étre attribuées a une
conséquence des désordres associées a l'altéagmrmprofils lipidiques et aux différents
mouvements d’eau ou bien si elles définissent @penrse moléculaire précise initiée par les
conséquences directes des UV (dommages ADN,....)éees sont encore nécessaires afin

de définir précisément les mécanismes moléculeiresllulaires associés.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Bien que le rble protecteur de la peau vis a visnthnde extérieur soit bien établi, les
mécanismes intrinseques de cette fonction barnéstent encore mal définis dans leur
totalité. Cette fonction barriere peut étre altélées le cas de pathologies ou soumise a des
expositions répétées a différents stress dontdaséguences physiopathologiques restent a
démontrer. Il apparait donc nécessaieedévelopper et valider des modeles de peau qui
permettront d’étudier cette fonction barriere dans des conditions dites « basales », afin
d’établir les mécanismes de régulation (protéiquesiques, lipidiques) impliqués et leur
modulation vis-a-vis d’agents exogéenes ou de cmmditdites de « stress ». De plus, il est
important de mettre en place dagils d’analyses qui autorisent I'étude du tissu dns son
intégralité, le suivi de molécules d’intéréts au $e de ces mémes tissus afin d’obtenir des
données qualitatives et quantitatives sur les aspscstructuraux et fonctionnels du tissu
considéré.

Au laboratoire, nous disposons d’un outil d’anajyaemicrosonde nucléaire, qui combine
ces différents aspects, a savoir (i) cartographieun tissu biologique d’intérét (ii) suivre

des agents chimiques ou physiques exogenes, (iltemir des données quantitatives sur

la composition chimique élémentaire, tout en maintgant sa structure 2D.

Ainsi, au cours de ma theése, jai mis en ceuvrepdescoles de préparation d’échantillons
spécifigues combinant des techniques de cultufelaieé, de dermo-cosmétique, de biologie

cellulaire, de physique et de chimie.

1. En collaboration avec I'Institut de Rechercheri@ Fabre, jai étudié deux aspec($
’lhoméostasie ionique dans des conditions défini¢geemps, milieu de culture), (ii) puis a
partir de ces conditions expérimentales, des méthed d'altération de la fonction
barriére ont été appliquées afin de définir précisient I'impact de ces différents stress
sur I’'hnoméostasie ionique de I'épidermeAinsi, j'ai pu précisément définir par comparaison
I'effet d’'une exposition au Sodium Dodécyl Sulfat aux ultraviolets sur la distribution
ionique de peau d’oreille de porc maintenue enisurv

Ces trois années d’études m’ont permis de préetsge souligner I'intérét de ce modele pour
I'étude de la fonction barriere cutanée mais apssir de futures applications en recherche
dermo-cosmétique. Mes travaux m’ont également pgeduipréciser le mode de pénétration
transcutanée du SDS en fonction de la topologsellagre. Cette pénétration transcutanée de

SDS s’accompagne de modifications précises et fapées de I'homéostasie ionique
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(distribution, quantification). Cette étude permégalement de souligner une voie

préférentielle de pénétration transcutanée (fdéiqileux).

2. En parallele, nos techniques d’analyses ontapfdiquées d'étude de la pénétration
transcutanée de composés dermo-cosmétiques, tel ges oxydes d’aluminium Cette
étude réalisée a partir d’expérience de diffusianspve appliquée a des peaux d'oreille de
porc a été menée en collaboration avec I'InstisuRécherche Pierre Fabre. Ainsi, différentes
formulations cosmétiques contenant des oxydes mialum ont été appliqguées et testées.
Mes résultats ont permis notamment de définir dteivement la répartition et la
distribution des différentes formulations d’oxyd#aluminium sur et dans les peaux. Notre
analyse par microfaisceau d’'ions n’a pas révélprdeence d’aluminium dans les différentes

couches de peaux de porc exposees.

3. Enfin, dans la continuité des études realiséiesde déterminete role de la fonction
barriere de la peau en réponse a des agents exogende type particulaire ou
nanoparticulaire, je me suis attachée a développer et a validerappeoche expérimentale
afin de réaliser la détection et le suivi de nanbpales a I'échelle cellulaire et tissulaire. Ces
études ont pour but de définir notamment la to&icié nanoparticules de dioxyde de titane
(TiOy). Ces nanoparticules, utilisées comme filtre pipysianti-UV dans les créemes solaires,
sont en effet des candidats potentiels au franeimsat de la barriere cutanée et suspectés de
jouer un réle délétere dans la genese et le dépefopnt de pathologies cutanées graves
comme le cancer.

Ainsi, afin de définir lananotoxicité in vitro des nanoparticules de TiQ, j'ai mis en ceuvre
une méthodologie expérimentale combinant différentes tdhniques d’imagerie en
association avec des techniques de fonctionnaligati chimique des nanoparticuleset
appliguée a I'étude de cultures cellulaires de tk#waytes primaires humains.
L’internalisation des nanoparticules de Fifar les kératinocytes entraine une augmentation
significative de la concentration calcique intradeire associée a une diminution de la
prolifération cellulaire (en absence de mort calhg). L’internalisation des nanoparticules de
TiO, induit également une différentiation précoce deératinocytes. L'état de

fonctionnalisation des nanoparticules définit égedat le niveau de toxicité.

L’ensemble de ces résultats est donc présentélaange de ce manuscrit.
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FONCTION BARRIERE et PEAU D'OREILLE de PORC

Application des techniques d’analyse par faisceauidns a la caractérisation d’'un
modeéle de peau de porc maintenu en survie
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Cette partie résume I'ensemble des données exp#etas obtenues par microfaisceau d’ions
lors I'étude de 'homéostasie ionique d’'un modédepdau de porc maintenue en survie.

Au cours de cette étude, je distingue trois phps&gsaratoires. Une premiére phase concerne
la réception et la préparation des échantillons dé les maintenir en culture. Cette phase a
ete réalisée a I'lnstitut de recherche Pierre F@breampagnes). J'ai toutefois participé a ces
protocoles de conditionnement des échantillonge@tape concerne également une phase de
contrdle de la qualité et de I'intégrité des écltlants (tests biochimiques, notamment) qui a
ete établie et réalisée par D. Bacqueville. Uneorsde phase concerne les protocoles
d’expositions aux différents stress. Ces différeqecédures expérimentales ont été définies
initialement par A. Mavon et D. Bacqueville (Ingtitle recherche Pierre Fabre).

Enfin, une phase de préparation des échantillonss @pécifigues a l'analyse par

microfaisceau d’ions a été définie au CENBG etiséal par mes soins.
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FONCTION BARRIERE et PEAU D'OREILLE de PORC

MATERIEL ET METHODES

79



1. Réception et préparation des oreilles

Les oreilles de porc fraichement découpées sontieseqirectement de [I'abattoir de
Montauban. Afin de maintenir l'intégrité de la bare de la peau, les oreilles sont prélevées
directement aprés le sacrifice de l'animal avane da carcasse ne soit exposée aux
procédures de nettoyage a haute température. ueesésont réalisées sur des cochons
domestiques femelles de 6 mois (Pietrain breedifi@ade jour des expériences.

Deés réception, les oreilles sont triées, laveesaa lfroide a I'aide d’une solution antiseptique
(Cytéal®) puis disséquees au scalpel afin d’enciélener la zone centrale. Les explants sont
alors dermatomés a 500 um d’épaisseur a l'aide demmatome (Aesculap, Tuttlingen,
Germany) puis des biopsies de 12 mm sont réalifésszones de prélévements sont choisies
exemptes d’égratignures, de rougeurs ou autresnesjui pourraient affecter la réponse du
tissu aux différents stress imposés. Avant leuerars culture, les explants sont rincés 1 heure
dans du milieu de culture a 37°C sous agitationsdam incubateur, en atmosphere humide en
eau 5% CQ (v/v). Le milieu de culture utilisé est du Dubelx modified Eagle’s medium
(DMEM) complémenté avec 1 mM de pyruvate, 8 mM ahoine, 100 U pénicilline, 100
png/ml de streptomycine et 10 ug de gentamycineug/l de fongizone et finalement, un
cocktail d’acides aminés essentiels et non essenti®s explants de peau sont alors
ensemencés coté derme vers le bas dans des ifmsansvell polycarbonate (12 mm de
diamétre, pores de 12 um de diametre, Corning3diences) dans des plaques 12 puits sur 1
ml de milieu de culture. Ce systeme de culture ghoeex vivo maintient les explants a
l'interface air-liquide. Le derme et I'épiderme $arourris par diffusion des nutriments au
travers de l'insert. Le milieu de culture est chea@dgheures aprés ensemencement et les peaux
sont cultivées au maximum 24 heures pour chaquériexpe.

Les peaux sont ensuite soumises a différents stéesssitant des traitements différents

2. Validation du maintien en survie de la peau d'cgille de porc pendant 24
heures

-Congélation a réceptiofTO) : Les explants sont congelés rapidement dans de
l'isopentane refroidi a -90°C ou -150°C par de ¢tezliquide puis conservés a -80°C ou dans
de l'azote liquide. Ces échantillons serviront @mtmdles puisqu’ils n'auront subi aucune

exposition ni mise en culture.
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-Congélation aprés 24 heures en cul{i®d) : 24 heures apres la mise en culture, les
explants sont congelés rapidement dans de lisapentefroidi a -90°C ou -150°C par de
I'azote liquide puis conservés a -80°C ou dansaimle liquide. Ces échantillons maintenus
24 heures en culture seront comparés au TO afigidier que le maintien en survie du tissu

n'altere pas les compositions et les distributiomsques.

3. Réponse de la peau d’oreille de porc face a dasess chimiques

-SDS (sodium dodécyl sulfat®% (v/v) (SDS): Les explants sont alors mis en
culture a l'interface air/liquide (air / DMEM congid). 2 heures apres, 20 pL de SDS 2% (v/v)
(BioRad) sont déposés sur chaque explant a tragedilution du SDS a été réalisée dans une
solution d’eau distillée. Le milieu DMEM est changé&e moment. 24 heures plus tard, les
explants sont congelés rapidement dans de I'isapentefroidi a -90°C ou -150°C par de

I'azote liquide puis conservés a -80°C ou dansaimte liquide.

Ces échantillons seront comparés aux échantillomstenus 24 heures en culture afin de
mettre en évidence si les expositions a ces diftér@étergents induisent une réponse du tissu

maintenu en survie, au niveau morphologique oujiosi

4. Réponse de la peau d’oreille de porc maintenua survie a un stress physique

-UV 5 DEM (UV): (DEM:dose érythémale minimale). Les explants stdots mis en
culture a I'interface air/liquide (airyfDMEM comp)eR heures apres, les explants sont irradiés
a 5 DEM (SunTest Atlas VIGOULET, Lampe xénon, éiers0 W/nf). Avant exposition,
500 puL de DMEM complet sont rajoutés dans les pudis culture pour compenser
I'évaporation a l'intérieur du Sun TEST. Le mili@st remplacé par du milieu frais aprés
traitement pour tous les explants. Apres 24 hedeesulture, les explants sont congelés
rapidement dans de l'isopentane refroidi a -90°C-Db0°C par de l'azote liquide puis

conservés a -80°C ou dans de I'azote liquide.

-Contrbles UV internegNo UV) : Les explants sont alors mis en culture a I'iistes

air/liquide (air / DMEM complet). 2 heures apress lexplants sont placés dans le SunTest
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(SunTest Atlas VIGOULET, Lampe xénon, énergie 450mfy mais recouverts par du

plastique opaque. Avant irradiation, 500 pL de DMEdnplet sont rajoutés dans les puits de
culture pour compenser I'évaporation a l'intérielur SUNTEST. Le milieu est remplacé par
du milieu frais apres traitement pour tous les ax{d. Aprés 24 heures de culture, les

explants sont congelés rapidement dans de l'isapentefroidi a -150°C par de l'azote

liquide puis conservés dans de I'azote liquide.

5. Coupes des échantillons

Les échantillons sont montés a I'aide de Tissue steke support de coupe puis des coupes
de tissus de 16 um d’épaisseur sont obtenuesd& Ithiin cryo-microtome (CM-3500, Leica)
équipé d’'un couteau en inox refroidi a -25°C.

Les coupes sont alors soit montées sur lames 3SogeREF) puis séchées une nuit a
température ambiante avant d'étre conservées aC;880it placées dans une enceinte
refroidie a -30°C pour compéte lyophilisation. Lesupes lyophilisées peuvent alors étre

conservées a température ambiante et placées susupports dédiés a l'analyse par

microfaisceau.

6. Coloration histologique

Une coloration de routine a ’hématoxyline-€osireenpet de visualiser de fagon satisfaisante
les composants cellulaires des tissus cutanés.oulis nest alors possible, par simples
observations microscopiques, de déceler les éventhangements morphologiques induits
par les différentes conditions expérimentales.

Les coupes cryofixées et conservées a -80°C somén@es a température ambiante. 10
minutes dans un bain d’hématoxyline permettenbsaidn sur les noyaux cellulaires et donc
leur coloration en une teinte violette. Cette étagiesuivie d’'un bain d’alcool chlorhydrique
fumant puis d’une immersion dans une solution déma 2% (v/v) pendant 2 minutes. Cette
étape permet la coloration des cytoplasmes celigdaen une teinte rose a rouge. La
déshydratation du tissu par des bains successifsatiol a concentration croissante (70°, 95°,
100°) est suivie par une fixation avec du toluédres coupes sont alors montées entre lame et

lamelles a l'aide de milieu de montage EUKITT.
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7. Immunohistofluorescence

Les coupes sont déposées sur lames superfrosgeseshr la nuit a température ambiante,
puis conservées a -80°C. Afin de réaliser I'immustafiluorescence, les coupes sont
ramenées a température ambiante, puis fixées damsin d’'acétone, 20 minutes a -20°C.
Les coupes sont alors séchées a température ampmtiant 15 minutes puis lavées 2 fois
dans un bain de TBS 1X. Ceci est suivi d’'une éwdpgerméabilisation/saturation dans un
tampon TBS1X/sérum de veau foetal/ Triton X-100n80Autes a température ambiante. Les
coupes sont mises en présence de I'anticorps pardantérét sur la nuit a 4°C.

2 ringages dans un bain de TBS1X avant la misg&sepce de I'anticorps secondaire.

8. Analyse des échantillons par microfaisceau d’i@n

L’'analyse des coupes est réalisée a l'aide de ¢aosonde nucléaire du CENBG sur la plate-
forme AIFIRA. La répartition des différents élémemist analysée sous vide par un faisceau
de protons d’'une énergie de 1,5 MeV. Les méthotmewlyse PIXE Particle Induced X-ray
Emission), RBS (Rutherford Backscattering Spectitygnet STIM Scanning Transmission
lon Microscopy sont utilisées simultanément afin de détermiaecdmposition élémentaire
(P, S, CI, Al...), la masse organique seche et lacgire des tissus analysés. Les détecteurs
sont de type Si(Li) 80 mfrde surface active pour la détection des photores de type Si

intrinseque (PIPS — Canberra) pour les particulidssgées et transmises.
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1. Analyse par microfaisceau d’ions et traitementle données

1.1. Acquisition

L’'acquisition des données est une procédure q& geatre taches différenteg): le contréle

du balayage du faisceau sur I'échantilldi) la collecte des données sur deux voies
d’acquisition (PIXE, RBS)({iii) leur mise en forme en ligne sous forme de spedteate
cartographieqjv) et enfin leur mémorisation.

Les données stockées en fin d’acquisition sgitles énergies de diffusion des particules et
I'énergie des photons détectéis), la position du faisceau lors de I'impact sur ilble pour
chaque évenement détecté (particule ou photon X).

L’ensemble des évenements détectés au cours dadykanest stocké dans la mémoire du
systeme sous forme de fichigtat. Aprés I'acquisition, ces fichiers peuvent étrglekés
afin d’'obtenir les résultats quantitatifs sur lamgmsition chimique élémentaire de
'échantillon analysé. Au cours de chaque analilsest possible de suivre I'évolution des
spectres PIXE et RBS ainsi que la constructiongdedre cartographies élémentaires. A la fin
de chaque balayage, tous les évenements qui sepsmhiits sont triés en énergie ou en

position, de fagon & incrémenter les spectreseatdgographies.

1.2. Sélection de zones d’analyses

1.2.1. Distributions chimiques spécifiques / Sélech de zones

La couche cornée est constituée de cellules emsdckEn protéines et de domaines
intercellulaires enrichis en lipides. Cette coughe un rbéle important dans la formation de la
barriere physiologique qui résulte de la différation des kératinocytes au sein de
'épiderme. Les kératinocytes produisent, entreremt des kératines entrant dans la
composition des filaments intermédiaires intradaiias. Les kératines contiennent de la
cystéine, un acide aminé soufré. Enfin, ces pregaontribuent pour 80 a 90% a la masse de
I'épiderme ce qui explique donc la grande quantééoufre détectée au niveau de la couche

cornée.
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La distribution en phosphore peut étre expliquée lpaprésence des acide nucléiques a
I'origine de la source d’énergie cellulaire, 'ATRjais également des ARN et de I'ADN

contenu dans les cellules, et enfin des phosplelspdes membranes cellulaires.

1.2.2. Obtention du spectre associé

Afin de déterminer la concentration en minérauxsddes zones particulieres ou d’intérét de
I'épiderme des échantillons analyseés, il est pésslb sélectionner ces zones et de construire
les spectres locaux associés. Les zones d’'intégednhantillons analysés peuvent alors étre
sélectionnées a I'aide du logicelpaVISIO. Les spectres associés ou spectres par zone sont
alors enregistrés afin de permettre I'extractioa dennées quantitatives (masse organique de
I'échantillon et composition chimique élémentaigd)aide des logicielSupix etRUMPIN .

Dans notre étude, nous nous sommes intéressésoadhe cornée et a la couche vivante de

I'épiderme.

1.3. Traitement des spectres RBS (RUMPIn) et deseggres X (Gupix) —

Extraction des données quantitatives et définitiomle I'incertitude sur la mesure.

Le programme RUMPIN permet d’ajuster au spectre expérimental la sitimmalu spectre
en énergie des particules diffusées dans I'échamtiCet ajustement permet d’obtenir deux
données essentielles a I'obtention des concemmati) la masse de la zone analysée en
ug/cnt. L'épaisseur de la cible et la stoechiométrie diéscipaux éléments constitutifs de
I'échantillon (C, H, N, O majoritairement) permettele déterminer la masse moyenne de la
matrice organique. Elle est exprimée en ug/cfii) la correction pour l'atténuation des
rayons X dans I'échantillon Des facteurs de correction sont aussi calculéside de ce
programme. lls permettent de tenir compte de I'altsorption du rayonnement X dans la
cible elle-méme ainsi que de la variation des eastiefficaces d’ionisation en fonction du
ralentissement des particules incidentes.

Le programme Gupix a été mis au point a l'université de Guelph auadan Il permet un
ajustement des spectres expérimentaux et détetengmncentration (en masse surfacique) de

chaque élément présent dans la zone analyséectantdlon.
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Une fois déterminé (i) la massede I'échantillon en pg/chretles facteurs de correctiorpar
simulation du spectre expérimental avec RUMPINiigtla concentration des minéraux en
ng/cnf avec le programme Gupix, il est alors possibledéfinir la composition chimique
élémentaire de I'’échantillon en obtenant des canagons en minéraux exprimeées en pg/g,

d’apres la formule suivante

Cegupix
m

Ce= XMCF

Avec
Ce : la concentration de I'élément d'intérét engug/
Ce gupix : la concentration de I'élément d’intégAtmasse surfacique (Lgfm
m : la masse de I'échantillon en pgfcm

MCF : les facteurs de correction calculés par RUNMPI

Les concentrations obtenues pour chacun des élsmpedsentent une incertitude. Celle-ci
dépend des incertitudes sur les grandeurs mesexpésamentalement (PIXE et RBS).
Les grandeurs pouvant présenter des incertitudgs so

M : La masse surfacique de I'échantillon

N : le nombre de protons incidents (Q/e)

Y : L’ajustement au spectre expérimental

Q : l'angle solide du détecteur X

Les erreurs relatives a ces valeurs peuvent étliti@thées afin d’obtenir I'erreur totale sur

la concentrationC/C) calculée de I'élément d’'intérét.

AC _AN 'AM  AY AQ

= T 4+ 4

C N M Y Q
Les erreurs sur le calcul de la charge et de |senast été évaluées a +/- 2% chacune. Celle

de I'angle solide du détecteur X a été évaluée a @élle du calcul des concentrations est

calculée par le logiciel Gupix lui-méme et est $iiguee a chaque élément.
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Figure 13:Incertitudes a la mesuredes concentrations de chaque élément constitesf d
échantillons analysés au cours de ce chapitre gbaxe une couche cornée et une couche

vivante.

La somme de ces erreurs est représentée sur |eiguepde la figure 13. Elle se situe aux
alentours de 10% pour les éléments majoritairemurtalentours de 15% pour les éléments
dits « traces » tel que le calcium. Ces erreursenent pas représentées sur les graphiques qui

vont suivre lors de la présentation de ce manuscrit

2. Peau d'oreille de porc, Peau Humaine et Epidermeeconstruit

Le groupe IPB possede depuis plusieurs années xpertise dans la caractérisation des
especes ioniques qui entrent dans la compositida peau. Nous disposions donc de données
expérimentales obtenues lors de précédentes asalaksées sur des échantillons de peaux
humaines et d'épidermes reconstruits. Ces étudésétEn notamment réalisées lors de
collaborations établies dans le cadre de consorteumopéen (Nanoderm) et/ou de
collaborations antérieures avec I'Institut de Reche Pierre Fabre.

Il nous a donc semblé intéressant de comparerdeséds expérimentales obtenues avec ce
modeéle de peau de porc, aux échantillons de peanaihe et aux échantillons d’épidermes
reconstruits (Skinéthic) analysés au préalable.

Ces études avaient montré en particulier que las inorganiques (minéraux) sont trés

compartimentés a I'échelle du tissu. En effet, ilreanalyse par fluorescence X (PIXE) mise
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en ceuvre a l'aide d'un microfaisceau permet, éngraphiant simplement ces éléments (Na,
Mg, P, S, Cl, K, Ca...), de révéler l'ultrastructtissulaire, parfois méme de différencier des
structures microscopiques uniquement par leur caitipo ionique. Les concentrations

ioniques sont en général assez stables dans leunviilvant. Leur modification sous ['effet

d'un stress physiologique ou d'une substance apiwg alors étre directement mise en
évidence par microanalyse de la structure impliquée

Ces études sur peau native nous ont permis de emetir évidence une variabilité

interindividuelle qui dépend étroitement de I'¢thysiologique de l'individu et des conditions
de prélevement. Pour cette raison, en plus denwigthiques qui se concrétisent
actuellement par des décrets sur I'expérimentatiomale, un programme visant a tester un
modéle d'épiderme reconstruit pour une utilisatfoture dans des expérimentions de
pénétration percutanée de substances pharmacadsgigu dermo-cosmétiques avait été

entrepris.

Nous nous sommes donc attachés, dans le cadre ttaved, a valider I'utilisation d’'un
modele de peau d’oreille de porc maintenue en survi

D’un point de vue histologique,le marquage hématoxyline-éosine réalisé sur degesode
peau d’oreille de porc cryofixées révele les 4 bmscdistinctes constitutives de I'épiderme
gue sont la couche basale, la couche épineuseyutdne granuleuse et la couche cornée. Elles
présentent une organisation similaire, sous formsetrhtes, a celle observée dans de la peau
humaine (Figure 14). Ces différentes structuresulegies sont facilement identifiables

comme le montre la figure 14.

Stratum corneum
P 8l Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Derme

Figure 14 :Coupe histologique de peau humaine (a gauche) etpgau d’oreille de porc

maintenue en survie (a droite).es noyaux sont marqués en bleu et les cytoplasmasse.
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Figure 15 :Cartographies chimiques des éléments Phosphore,f@oat Chlore obtenues
par microanalyse PIXE des modeles de peau de pgreau humaine et épiderme
reconstruits. Apres cryofixation, des coupes sériées de 16 @ardOont été analysées par
microfaisceau d’'ions. Les distributions élémentsides éléments phosphore, soufre et chlore
montrent des structures tissulaires et des praféglistribution similaires entre les différentes

modeles analysés.

D’un point de vue composition chimique €élémentaireil est trés intéressant de noter que
dans la peau d'oreille de porc, les différenteseesp chimiques analysées présentent des
profils de répartition tissulaire similaires a calécrits dans les modeles de peau humaine et
d’épidermes reconstruits.

Par expérience, nous observons deg concentrations ioniquesvarient d’'une espece a
lautre mais peuvent également varier d’'un indivilu’autre, il est donc nécessaire de
posséder une référence « interne » afin de norenddéis données obtenues.

La concentration en soufre dans les différents réidlems analysés au laboratoire est la plus

constante et la plus stable entre les différentmmtdions d’'un méme modéle. Ainsi, cette
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concentration est de I'ordre de 8 mg/g dans la pkaneille de porc et est identique dans les
couches cornées et vivantes. Ceci n’est néanmoass \isible sur les cartographies
élémentaires ou la couche cornée apparait plus Bohsoufre. Ce phénomene est di a une
densité plus élevée de la couche cornée qui eatidtie répartition du soufre. En effet, la
cartographie de la distribution chimique de ceim@gt rend compte du nombre d’atomes de
soufre présents dans la zone analysée. Une foiédaltats normalisés par rapport a la masse
de matiére séche de la zone analylseconcentrations en soufre sont identiques danssl
couches vivante et cornée de I'épiderme. Il faut pendant noter que cet artefact de
représentation nous permet de définir pour la suitade I'analyse la position de la couche
cornée.

La constance en concentration et en distributiorsalufre dans les différentes couches de
I'épiderme permet de l'utiliser comme standard riméenaturel. Les résultats expérimentaux
de ce paragraphe sont donc exprimés sous la foemapports de concentration (P/S, CI/S,
K/S...) dans le tableau de la figure 16. Ces valearsespondent aux concentrations obtenues
dans des couches vivantes, couches au sein desgjuedi concentrations ioniques sont
généralement les plus stables. Par opposition didaibution tissulaire du soufre, la
distribution tissulaire du phosphore est essestigdint restreinte aux couches dites

« vivantes » de I'épiderme.

Les rapports de concentrations entre les difféere@liSments chimiques composant

I'échantillon (rapportés a la concentration du seubarient entre les différents types de peau.

P/S Cl/s K/S Mg/S Na/S
Peau d'oreille de porc 2,22 1,23 2,88 0,16 0,86
Peau humaine 1,463 1,48 1,77 0,0306 0,1385
Skinethic 1,75 0,875 2,62

Figure 16 -Tableau comparatif des concentrations chimiquesrégntaires de trois peaux :

Peau d'oreille de porc, peau humaine et modéle ddgmme reconstruit normalisées par

rapport au soufre.
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Le rapport P/S est plus élevé dans la peau d’erdél porc que dans la peau humaine et que
dans le modéle de peau Skinethic. Le rapport CHS8sda peau d'oreille de porc est
comparable avec celui de la peau humaine. En réeamn qui concerne le rapport K/S, il se
rapproche davantage de celui observé dans le m&dabethic. Il est aussi remarquable de
noter que les rapports Na/S et Mg/S sont eux tifé&rehts de ce qui peut étre observé dans
des échantillons de peau humaine.

Les sélections de zones sont plus aisées dans ukelend’épiderme reconstruit ou les
différentes couches de I'épiderme sont organiséesndniere structurée avec des strates
« paralléles ». La peau d'oreille de porc, commpdau humaine, présentent de nombreuses
invaginations de la couche basale. La variabil#émgétrique observée entre les différentes
strates des échantillons peut entrainer quelquesrtitudes dans la sélection des zones
d’analyses. Cette variabilité dans la sélection zteges peut étre a I'origine des différences
observées entre les modeles. Le nombre de cefpalezone peut aussi varier fonction de la
peau analysée et ainsi entrainer des variatiorodeentrations en phosphore et en soufre.
Cependant, il est également attendu que des variititer-espéces existent et il est tout a fait

attendu que la peau de porc ne soit pas la reptiodu I'identique de la peau humaine.

En conclusion, la morphologie du tissu, les distriltions ioniques au sein du tissu et
certains rapports de concentrations sont conservésntre la peau humaine et la peau
d’oreille de porc. Ce modéle présente donc des cataristiques d’intérét pour une étude

de la fonction barriére en réponse a des stress péigues ou chimiques.
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3. Peau d’oreille de Porc et conditions de culture

3.1. Morphologie et distributions chimiques élémergires des explants de peau d’oreille

de porc maintenus en survie

TO = échantillons congelés a réception

e
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Figure 17 :Effet de la mise en culture sur les distributionsniques La structure
histologique des coupes sériées des différentsnéiibas est révélée grace a une solution
d’hématoxyline/éosine. Les coupes sériées sonhily@ies puis analysées par microsonde
nucléaire. La distribution élémentaire du phosphate soufre et du chlore est représentée.

En histologie classique (marquage hématoxylinenéysiaucune différence morphologique

entre les peaux congelées dés réception (TO) gel@sx maintenues 24 heures en culture n’a
pu étre décelée. Les distributions ioniques reségalement inchangées. La représentation
graphique de la répartition tissulaire du soufrenyed de localiser la couche cornée. Le

potassium et le phosphore restent localisés damscdeches dites « vivantes » : basale,

épineuse, granuleuse (Fig.17).
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3.2. Définition de I'impact de la culture des explats de peau de porc sur les

compositions chimiques élémentaires

[] To W

25 - Couches cornées

15 -

10 -

Na Mg P S Cl K Ca

30 Couches vivantes
25
20
15 4

10 -

Na Mg P S Cl K Ca

Figure 18 :Définition de l'impact de la culture des explantsedpeau de porc sur les
compositions chimiques élémentaireégs concentrations des éléments chimiques quasifié
dans des échantillons de peau congelés a réceffionou maintenus 24 heures en survie
(T24) sont représentées pour les couches cornées) (et « vivantes » (bagy, p<0.05, Test
de Student)
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La figure 18 présente les concentrations moyenress mtincipaux €léments chimiques
constitutifs de la peau obtenus aprés analyse itlasegrovenant de 5 donneurs différents.
Les données quantitatives obtenues ne montrentdpaslifférence significative de la
composition chimique élémentaire pour I'ensemble éiéments analysés, a I'exception du
sodium et du chlore (*, p<0.05). En effet, cettedé montre une Iégére augmentation des
concentrations de ces deux éléments dans les coaoheées des échantillons maintenus 24
heures en culture par comparaison au temps TOn S$elte vraisemblance, I'origine de ces
deux éléments, Na et Cl est extra-tissulaire. ldaes phases de préparations, les échantillons
sont « lavés » dans du milieu de culture avant heise en culture, il est donc fort possible
gue des échanges de Na et Cl interviennent entigsleet le milieu de culture.

L’'absence de variations des concentrations entdertheurs différents souligne le peu de
variabilité interindividuelle pour les échantillods peau d’oreille de porc. Ceci est un point
tres intéressant dans 'objectif d’études réalisegde long terme avec une nécessité absolue

de reproductibilité.

3.3. Mise en évidence du gradient de concentratiaalcique

Le calcium semble jouer un rble essentiel danallé&tsement et la régulation de la fonction
barriere. Il est donc important de définir et devsa le comportement de cet élément
chimique dans un modele de peau, d’autant plusl qu'été montré qu'un gradient de
concentration calcique est présent dans un tismnéudans des conditions physiologiques
normales et que ce gradient est en revanche préfoewt altéré lors de lésions ou de
pathologies cutanées comme dans le cas du psatasisia dermatite atopique.

L’analyse par microfaisceau d’ions, nous a perngsntkttre en évidence la présence d'un
gradient calcique dans la peau d’oreille de poeg@dient calcique est également maintenu
au cours des 24 heures qui suivent la mise enreulles régions de 5 um d’épaisseur ont été
sélectionnées pour l'analyse de la composition eetlad définition de la concentration en
calcium.

Les résultats de ces analyses pour les échantitongelés a réception (TO) et pour les
eéchantillons maintenus en culture pendant 24 hdli®$) sont présentés dans les graphes 19
et 20, respectivement. Sur les figures 19 et 20yvideurs obtenues sur 6 et 5 échantillons

indépendants (respectivement) sont représentéeschimbe de tendance illustrant les valeurs
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« moyennes » a été également tracée. Comme attesdeoncentrations en calcium dans la
couche cornée sont plus élevées que dans les pidfendes de I'épiderme.
La fonction barriere notamment au niveau ionigumtde donc bien conservée dans nos

différents échantillons et ne semble pas affecadgs conditions de culture.
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Figure 19:Représentation séquentielle de la distribution tiksre et des concentrations en
calcium dans la peau doreille de porc a réceptiofCartographie PIXE et zones
sélectionnées de la plus superficielle (zone 13 alus profonde (zone 6) dans I'épiderme
d'une peau d'oreille de porc congelée a réceptidReprésentation graphique des
concentrations calciques dans les différentes efratle I'épiderme. Sont également
représentées les concentrations pour le potassiinet(le soufre (S). Le potassium peut étre

assimilé a la couche vivante et le soufre a la beumornée.
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Figure 20 Représentation séquentielle de la distribution tiksre et des concentrations en
calcium dans la peau d'oreille de porc apres 24 hesi de culture Cartographie PIXE et
zones sélectionnées de la plus superficielle (zbné& la plus profonde (zone 6) dans
I'épiderme d’'une peau d’oreille de porc congelés2eeption. Représentation graphique des
concentrations calciques dans les différentes atratle I'épiderme. Sont également
représentées les concentrations pour le potas@i)mt le soufre (S). Le potassium peut étre

assimilé a la couche vivante et le soufre a la beumornée.
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4. Caractérisation des altérations biochimiques inglites par un traitement au
SDS

Le Sodium Dodécyl Sulfatest un surfactant largement utilisé dans les phaas d’altération

artificielle de la fonction barriere cutanée. Afle fragiliser la fonction barriere, les différents
échantillons ont été exposés a une solution diluée % (v/v) de SDS. Les échantillons
contrOles et traités ont été analysés d’un pointugehistologique et d’'un point de vue de leur

composition chimique élémentaire (distribution, cemtrations).

T24 = Peaux maintenus 24h en culture

phosphore soufre chlore
= £
=3 =3
o o
o o
o —
phosphore soufre chlore
= £
=3 =3
o o
o o
O —
phosphore soufre ) ‘ chlore
= o &
= =3
o o
o o
(o} —
BHE "

Figure 21 : Altérations histologiques et modifications des coosfiions chimiques
élémentaires induites par le SD&a structure histologique des coupes sériées déeints
échantillons est révélée grace a une solution ddtémyline/éosine. Des altérations de la
structure de I'épiderme sont illustrées par la gnése de vacuoles. Les coupes sériées sont
lyophilisées puis analysées par microsonde nuatéalra distribution élémentaire du
phosphore, du soufre et du chlore est représeritéeatre de profondes modifications dans
la distribution de ces éléments. Sont représenésséathantillons controle (T24) et traités

(SDS)
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Cette étude a été réalisée sur trois ans et a pemariefinir3 types de réponsebien définies
aussi bien d’un point de vumestologique que d’un point de vue de tmncentration et de la

distribution chimique élémentaire.

Ainsi, lors del'analyse histologique d’'une premiere série d’échantillons, nous avons pu
observer des altérations morphologiques importatésséchantillons exposés au SDS. Les
tissus exposés présentent de maniére uniforme’ensemble de la coupe analysées
vacuoles, une désorganisation structurale tres matge par rapport aux échantillons
maintenus 24 heures en culturg(figure 21). Une seconde série d’échantillons ¢més
également ces mémes altérations morphologiguesndapt ces altérations sont restreintes a
certaines zones de la coupe de I'échantillon agaligmfin, des coupes d’échantillons ne
présentent aucune anomalie morphologique et staletlet semblent ne pas avoir subi

d’altérations associées a une exposition SDS.

D’un point de vue de la distribution et de la cosiion chimique élémentair@, profils de
réponse ont été également décritsL’'une des premiéres observations associées a
'exposition SDS concerne 'augmentation significatdes concentrations en éléments Na et
S. L'augmentation en sodium et en soufre pourtedt @€pliqguée par un apport de ces espéeces
chimiques par le SDS lui-méme. En effet, le SDSmenson nom l'indiqueSodium Dodécyl
Sulfatg contient dans sa composition ces deux élémemis.déux éléments signent donc la
présence de SDS dans la zone analysée. Le chlant lgiiest un élément souvent associé au
sodium, tres mobile et pourrait donc étre « modilisafin de rétablir un équilibre entre les
ions Na et Cl. Il nous est donc possible de «suwia progression du SDS dans la

profondeur de I'échantillon.

Comme dans le cas des observations histologigoes, avons observé 3 profils de réponse
différents. Ainsi, dans les échantillons présentame homogénéité dans [laltération
morphologique, la présence de Na et de S est k&eowussi bien dans les couches
superficielles et profondes de I'échantillon, suggé unepénétration en profondeur du

SDSdans le tissu. En revanche dans les échantillanesaltérations morphologiques sont
restreintes a quelques régions tissulaires, lat@iod du Na et du S reste a la verticalité de
ces zones altérées d'un point de vue histologidieci suggére donc ur point » de

pénétration du SOS dans I'échantillon.
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Pour les échantillons ou les altérations morphglogs sont absentes, la présence de Na et de
S n'est observée que dans la couche superficietlache cornée) de I'échantillon. Cette
observation suggenme faible pénétration du SDS dans I'échantillon

Ces 3 profils de réponse ont également été obsgweés les autres éléments chimiques.
Ainsi, nous avons mis en évidence une altératian distributions chimiques élémentaires
dans les échantillons exposés au SDS avec ungaritiisn » du phosphore dans les couches
supérieures de I'épiderme, une augmentation dueauf surface de I'’échantillon au niveau
de la couche cornée, et des changements de ldalis@ chlore de la couche cornée vers les
couches «vivantes ». Ces altérations de distdhutbnt été confirmées par l'analyse
guantitative des concentrations.

Nous avons observé la diminution de la concentmagma phosphore dans les couches
« vivantes » et cornées, une augmentation de leeodration en soufre dans la couche cornée
majoritairement, une augmentation de la conceotraén sodium et en chlore puis une
diminution des concentrations en phosphore et daspmm dans toutes les couches de
I'épiderme.

A noter également que la concentration en calciugmeente dans les échantillons exposés au
SDS. Cette augmentation de concentration en calswiinles profils de concentration des
éléments Na et S, ce qui laisse supposer que dermabrovient de la solution de SDS.

Il est intéressant de noter que dans les échargitbo le SDS a « agi » sur les couches cornée
et vivante, les concentrations en calcium sont piysortantes dans la couche cornée que
dans la couche épineuse. Ceci semblerait aller ldasens ou le calcium est apporté par la
solution de SDS appliquée sur la couche épineuseffit, si le calcium provenait du milieu
de culture ou du derme, le gradient de concentragoait plutot dirigé dans l'autre sens avec

les plus fortes concentrations dans la couche t@vanles plus faibles vers la couche cornée.
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Figure 22 Caractérisation des altérations biochimiques indestpar un traitement au SDS
lllustration des altérations de distributions ddémaents chimiques (P, S, Cl) observées pour
des peaux d'oreille de porc traitées au SDS 2%. r€&smtations graphiques des
concentrations chimiques élémentaires dans desnéitbas de peau maintenus 24 heures en
survie (T24) et de peaux exposées a du SDS 2%rauntenues 24 heures en survie (SDS),

dans les couches cornées (haut) et vivantes (bé®jifications des concentrations ioniques
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dans les couches cornées et vivantes. Ces donhéssent la situation ou les échantillons
ont répondu au traitement SDS. (*, p<0.05, TesEtialent)
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Figure 23 Caractérisation des altérations biochimiques indestpar un traitement au SDS

lllustration des altérations de distributions élém® chimiques (P, S, Cl) observées pour des

peaux d’oreille de porc traitées au SDS 2%. Reprigdé®ns graphiques des concentrations

chimiques élémentaires dans des échantillons de peantenus 24 heures en survie (T24) et

de peaux exposées a du SDS 2% puis maintenuesi®$ lem survie (SDS), dans les couches

cornées (haut) et vivantes (bas). Modifications cl@scentrations ioniques dans les couches
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cornées et vivantes. Ces données illustrent lasin ou le traitement SDS ne semble avoir
agi que dans les couches superficielles de I'édtamt (*, p<0.05, Test de Student)

Alors que la situation semblait tres confuse, unalygse globale de I'ensemble des données
obtenues au cours de ces 3 années d’expériencens e préciser et d’expliquer 'ensemble
des observations obtenues suite aux traitements 38Si, en reprenant 'ensemble des
observations réalisées en microscopie optiquesetlbgique, et en y associant I'ensemble des
données obtenues en analyse par faisceau d’i@anis en évidenceane relation étroite
entre I'efficacité du traitement SDS et (i) I'épaiseur de la couche cornée des explants de
peau d’oreille de porc et (ii) la présence ou non’an follicule pileux.

Ainsi, il apparait que les échantillons qui présahune trés faible épaisseur de couche cornée
sont ceux qui ont répondu le plus significativemanttraitement SDS avec : pénétration du
SDS dans les couches les plus profondes de I'abanthomogénéité des altérations
histologiques, reproductibilité des altérations chimiques observées illustrées par les
désorganisations de distributions chimiques éléanerst

Par opposition, les échantillons, dont I'épaiss#idla couche cornée est tres importante, ne
présentent aucune anomalie histologique et ne mies@r’'un faible niveau de pénétration du
SDS. Seule, la couche cornée la plus superficselheble modifiée.

Enfin, les échantillons qui répondent partiellemesaint en fait des échantillons dont
I'épaisseur de la couche cornée est importante maisontiennent également un follicule
pileux. Cette observation explique le fait que &wone a I'autre (proches en distance), nous

pouvons observer 2 types de réponses (altéragoifisative ou non).

L’ensemble de ces observations réalisées sur phssimois d’analyse et sur plusieurs séries
d’échantillons, permettent de démontrer le role pue la couche cornée dans la fonction
barriére. Ainsi, la couche cornée a un role tampisRa-vis de la pénétration au SDS et
empéche significativement la pénétration de cerdgéte dans les couches vivantes de
I'épiderme. L'effet tampon de la couche cornée dende maintenir sur les 24 heures
d’exposition. Il serait donc intéressant de réalise méme type d’expérience et d’étudier le
devenir de ces échantillons apres 48 heures d’éxpud.’épaisseur de la couche cornée esr
donc un parametre essentiel dans I'établissemeamiedonction barriere cutanée effective et
efficace.

Il est cependant également important de souligner la présence d'un follicule pileux
influence significativement la réponse tissulaingites a un traitement au SDS. Cette

observation souligne donc une voie de passage tmtenun point de fragilité de la barriere

103



cutanée, favorisant le passage d'éléments chimigyegénes, comme le SDS. Il est donc
primordial de prendre en considération le « rotee>cette zone cutanée dans les processus de
pénétration transcutanée. Dans le cadre d’étudepédétration transcutanée d’éléments
exogenes potentiellement toxiques, il est doncrisbmmandé de considérer avec un intérét
tout particulier cette région cutanée.

Exposition au SDS

Couche cornée I _

Couche vivante

Derme ' —— Follicule pileux (F.P.)

Situation 1 Situation 2 Situation 3

Exposition au SDS + 24 heures en culture

Situation 1

Figure 24: lllustration schématique du mode de pénétration @odium Dodécyl Sulfate

dans un modeéle de peau d'oreille de porc maintemusairvie. Le role de la couche cornée
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et de la présence du follicule pileux sont soulignémages en contraste de phase de coupes
de peaux d'oreille de porc exposées au SDS puidigées et lyophilisées.

En conclusion, ces données semblent impliquer iB&par et I'intégrité de la couche cornée
dans la réponse a un composé chimique. En efigs, lpl couche cornée est épaisse, plus le
passage de I'élément chimique considéré est ralBetiplus, lorsque la couche cornée est
integre et fonctionnelle, I'élément chimique com®sié pénetre préférentiellement via les
follicules pileux altérant ainsi significativemerés régions profondes de I'épiderme.

L’ensemble de ces conclusions sont resumées dachéena récapitulatif de la figure 24.

5. Fonction barriere et exposition aux ultraviolets

In vivo, I'exposition de la peau aux rayonnements ultdat$o induit des altérations
histologiques et semble également perturber I'mti€gde la perméabilité de la barriere
épidermique. Les effets observas/ivo sont généralement dose dépendant.

Définir le comportement d’explants de peau maintenusurvie suite a une exposition aux
rayonnements ultraviolets est donc un point esslelians ce sens, un protocole d’exposition
aux rayonnements ultraviolets a été défini et conpuer le traitement SDS, nous nous
sommes attachés a définir les réponses histologighiebiochimiques induites dans les

explants de peau d’oreille de porc.

L’'analyse histologique révele la présence d'aliéret spécifigues induites par les
rayonnements ionisants comme la présence de ngyaunotiques dans les couches basales
des échantillons exposés aux ultraviolets. Des yaeal complémentaires en
immunohistofluorescence ont été réalisées sur lespaes d'échantillons et révélent
I'activation de mécanismes apoptotiques, avec nokamh la présence de caspase 3 clivée
dans la couche basale de I'épiderme des tissuséspCGette protéine est en effet clivée lors
des processus d'activation de la mort cellulairegpmmmée (apoptose) induits par des
rayonnements UV. Ces observations soulignent done &s expositions UV ont
effectivement induits des dommages dans les coymoésndes des échantillons.

105



Figure 25 :Mise en évidence d’altérations induites par les egfions aux rayonnements
UV sur des peaux d'oreille de porc maintenues 24ibes en survie La comparaison des
échantillons controles (TO) (a/ et b/) et des édilans exposées aux UV et maintenues 24
heures en culture (c/ et d/) permet de mettre a@deéce des altérations histologiques
(hématoxyline-éosine) et l'activation de processy®ptotiques immunomarquage dirigé
contre la caspase 3 clivée).

Sur les coupes immunomarquées les noyaux cellal@éd®N) sont visualisés en bleu grace a
I'utilisation de I'agent intercalant : Hoech¥f*? La caspase 3 clivée est révélée en rouge,
involucrine, en vert. Les fleches désignent iy s coupes histologiques : les noyaux

pycnotiques, (ii) sur les coupes en fluoresceresecéllules en apoptose.

L’analyse des distributions et des concentratidnisicues élémentaires révele des altérations
significatives. Des variations statistiquement gigatives en Na, Cl, K et Ca ont pu étre
observées dans les couches vivantes des échamtittadiés (Figure 26). Cependant, nous
avons aussi mis en évidence des variations daognigosition en Na et Cl dans les peaux
maintenues en culture et non exposées aux rayomeméraviolets. Ces variations ne
semblent donc pas liées directement aux effetstedék® des ultraviolets et peuvent étre

expliquées par un artefact expérimental lors dephase d’exposition (élévation de la
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température), de préparation des échantillons,anudes échanges avec le milieu de culture.
Le sodium et le chlore sont des ions trées mobilkeperivent facilement étre mobilisés
(possibilité de provenance du milieu de culture...).
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Figure 26 :Caractérisation des altérations biochimiques indest par un traitement aux
rayonnements ultravioletsComparaison des concentrations chimiques élémestalans
des échantillons de peau maintenue 24 heures efes{ir24) et de peaux exposées aux UV
puis maintenues 24 heures en survie (UV, 5DEM)s descouches cornées (haut) et vivantes
(bas). (*, p<0.05, Test de Student)
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Figure 27 :Caractérisation des altérations biochimiques intks par un traitement aux

rayonnements ultraviolets et contréles interngSomparaison des concentrations chimiques

élémentaires dans des échantillons de peau maiet2ditheures en survie (T24) et de peaux
placés dans le SunTest mais protégés des UV paplagae opaque (5DEM) puis maintenus

24 heures en survie (NoUV), dans les couches csrfineit) et vivantes (bas).
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Afin de vérifier que les conditions d’expériencessl de I'exposition aux ultraviolets

n'induisent pas d'artéfacts, des échantillons artii a méme procédure expérimentale a
I'exception de I'exposition directe aux rayonnensehtV. Les explants de peaux ont été
protégés des rayonnements ultraviolets par uneaupleg plastique opaque et ont été placés
dans le SunTest lors d’'une irradiation. Ces échansi ont été ensuite analysés afin de mettre

en évidence d’éventuelles altérations.

Comme le montre la figure 27, aucune différence puaétre mise en évidence pour les
échantillons NoUV par comparaison aux échantilld@d4. Ces résultats ont été confirmeés

lors des deux campagnes d’analyse.

Ces études montrent donc que 24 heures apres expiasi a des doses significatives de
rayonnements ultraviolets, les explants de peau deille de porc présentent des
dommages spécifiques et localisés a la membrane al@s(ADN endommagés) et que des
voies d’activation spécifiqgues sont induites commeapoptose. De plus, 'homéostasie
ionique est significativement altérée dans les colues vivantes des peaux irradiées apres
24 heures d’exposition. Il serait donc intéressantle suivre le comportement de ces
explants a des temps de réponse plus longs. Il sdmk&galement que I'épaisseur, la
présence ou non de couche cornée ne protégent pamtee les effets déléteres des

rayonnements ultraviolets.
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FONCTION BARRIERE et OXYDES d’ALUMINIUM
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Certains agents contenus dans des produits a dsagestiques sont suspectés d’induire des
effets néfastes sur la santé humaine. Les selsmialum contenus notamment dans les
produits anti-transpirants sont soupconnés de pnéa peau et détre des agents

responsables du déclenchement de pathologies gramase le développement de cancer du
sein. Nous avons, dans ce travail, participé audiétde la pénétration transcutanée de
aluminium sur des explants de peau d'oreille aecpexposés a différentes formulations

(anti transpirants, cicalfate...). Un protocole diugdion passive a été mis en place pour cette
expérience et réalisé a I'Institut de Rechercher@ieabre.

Afin d’évaluer la pénétration transcutanée potentide de I'aluminium, la quantification

des concentrations en aluminium dans les différentsompartiments de I'épiderme des

explants de peau d’'oreille de porc a été réaliséapanalyse par microfaisceau d’ions.
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FONCTION BARRIERE et OXYDES d’ALUMINIUM

MATERIEL ET METHODES
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1. Préparation des échantillons
Cette étude a été réalisée sur des explants dedimaille de porc. Les traitements suivants

ont été appliqués:

=

chlorure d’aluminium sur peau normale;
déodorant spray sur peau normale ;
déodorant creme sur peau normale;
cicalfate sur peau normale ;

cicalfate sur peau altérée par 15 strips consécutif

o g bk~ w N

un témoin négatif.

Les échantillons ont été acheminés une fois coagaleCENBG puis stockés dans l'azote
liquide jusqu’a leur traitement définitif pour I'alyse par microfaisceau d’ions.

L’ensemble des échantillons, des expositions etdegélations a été préparé par I'Institut de
recherche Pierre Fabre.

2. Cryo-section et lyophilisation des échantillons
Les échantillons congelés sont montés a l'aideigeu€ Tek sur le support de coupe puis des

coupes de tissus de 16 um d’épaisseur sont obtariisde d’un cryo-microtome (CM-3500,
Leica) équipé d’'un couteau en inox refroidi a -25E& lyophilisation des coupes est réalisée
sur la nuit a -30°C. Les coupes lyophilisées peuors étre conservées a température
ambiante et placées sur des supports dédiés dybanaar microfaisceau. Il est important de
préciser qu’'une attention toute particuliere egtosige a la qualité (propreté des couteaux) et
au sens des coupes afin de ne pas introduire ateildenent des traces d’aluminium dans
I'échantillon.

3. Coloration histologique
Une coloration de routine a ’hématoxyline-€osireenpet de visualiser de fagon satisfaisante

les composants cellulaires des tissus cutanés.olis nest alors possible, par simple
observations microscopiques, de déceler les éventhangements morphologiques induits
par les différentes conditions expérimentales.

Les coupes cryofixées et conservées a -80°C somén@es a température ambiante. 10
minutes dans un bain d’hématoxyline permettenbedidn sur les noyaux cellulaires et donc

leur coloration en une teinte violette. Cette étagiesuivie d’'un bain d’alcool chlorhydrique
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fumant puis d’une immersion dans une solution dféma 2% (v/v) pendant 2 minutes. Cette
étape permet la coloration des cytoplasmes celigdaen une teinte rose a rouge. La
déshydratation du tissu par des bains successifsatiol a concentration croissante (70°, 95°,
100°) est suivie par une fixation avec du toluéres. coupes sont alors montées entre lame et

lamelles a l'aide de milieu de montage EUKITT.

4. Immunohistofluorescence
Les coupes sont déposées sur lames superfroséeséshr la nuit a température ambiante,

puis conservées a -80°C. Afin de réaliser I'immustiluorescence, les coupes sont
ramenées a tempeératures ambiantes, puis fixéesudapain d’acétone, 20 minutes a -20°C.
Les coupes sont alors séchées a température ampmtiant 15 minutes puis lavées 2 fois
dans un bain de TBS 1X. Ceci est suivi d'une é@peerméabilisation/saturation dans un
tampon TBS1X/sérum de veau foetal/ Triton X-100n80Autes a température ambiante. Les
coupes sont mises en présence de I'anticorps pardantérét sur la nuit a 4°C.

2 ringages dans un bain de TBS1X avant la misg&sepce de I'anticorps secondaire.

5. Analyse des échantillons par microfaisceau d’i@n
L’'analyse des coupes est réalisée a l'aide de ¢aosonde nucléaire du CENBG sur la plate-

forme AIFIRA. La répartition des différents élémemist analysée sous vide par un faisceau
de protons d’'une énergie de 1,5 MeV. Les méthotesalyse PIXE (Particle Induced X-ray
Emission), RBS (Rutherford Backscattering Specttoyhet STIM (Scanning Transmission
lon Microscopy) sont utilisées simultanément afend®terminer la composition élémentaire
(P, S, CI, Al...), la masse organique séche et lacgire des tissus analysés. Les détecteurs
sont de type Si(Li) 80 mfrde surface active pour la détection des photores de type Si

intrinseque (PIPS — Canberra) pour les particuliéssgées et transmises.
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1. Répartitions de surface de I'aluminium différenes en fonction du produit

appliqué

L’analyse par microfaisceau d’ions montre que lIstriiution et la composition chimique
élémentaire des éléments majeurs (P, S, Cl,...) @ntlans la constitution des explants de
peau d’oreille de porc ne sont pas modifiées.

De maniére tres frappante, I'analyse plus spédafides distributions de I'aluminium contenu
dans les différentes formulations cosmétiques g @chantillons de peau révele des
répartitions spécifiques a chaque formulation. Aite répartition de I'aluminium contenu
dans des formulations de type « créemes » ou « spragntre une homogénéité de répartition
a la surface de I'échantillon, alors que I'alumimicontenu dans la formulation dénommée

« cicalfate » montre une distribution granulairéstiocalisée a la surface de I'échantillon.

contrble

Phosphore

Soufre

creme spray cicalfate s

Aluminium

Figure 28 :Répartition de surface de I'aluminium contenu dardifférentes formulations

cosmétiques.Les cartographies chimiques élémentaires du Phmephdu Soufre et de
I’Aluminium sont présentées pour quatre types di@tifions : (i) des « peaux contréle » non
exposées, des peaux exposées a (ii) du déodormegi(iii) du déodorant spray ou (iv) du

cicalfate.
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D’aprés les cartographies élémentaires PIXE deriaium, nous sommes donc en mesure
de mettre en évidence des différences de répartiteo 'aluminium a la surface des peaux
traitées en fonction du produit testé et donc datgr des compléments d’indications qui

peuvent étre utilisés pour comprendre les modedidfade ces composés.

2. Quantification des concentrations d’aluminium das les explants de peau

d’oreille de porc en fonction du produit appliqué

Les observations des difféerentes cartographieseasitaimes PIXE de I'aluminium suggérent

gue cet élément, quelque soit la formulation calrgid, reste a la surface des échantillons.

a/
Couche Cornée Couche Vivante
Aluminium Limite de Aluminium Limite de
(na/g) détection (ug/g) (na/g) détection (1g/g)
Peaux normales
Peau non
exposée 0 129 0 55
Chlorure
d'aluminium 9800 90 0 78
Cicalfate 3980 62 0 57.8
Déodorant
Spray 12200 35 0 24
Déodorant
Créme 41000 81 0 37
Peaux altérées
Cicalfate 1978 89 0 74

Figure 29 :Analyse quantitative de la pénétration transcutang@luminium par une étude
de diffusion passive.a/ Sélection des zones couches cornées et coudhesteg, b/
Concentrations en aluminium dans ces différentegloes épidermiques aprés expositions

aux différents agents cosmétiques.
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La définition précise des concentrations dans ifé&rentes conditions expérimentales testées
de I'ensemble des éléments chimiques, et pluscpéigiement de I'aluminium, permet
d’estimer la pénétration potentielle de cet éléndams ces mémes échantillons.

Dans cette étude, nous avons procédé en deux étépés sélection de la couche cornée et
donc de la région sous-jacente a été réaliséeta gas cartographies PIXE du soufre. Le
soufre permet la définition de la couche corné@ la( définition précise de la couche cornée
a également été réalisée en superposant une egtogrPIXE de l'aluminium avec la

cartographie STIM de la méme zone analysée (dénsité

D’aprés les données quantitatives présentées dafigure 29, nous pouvons conclure que
'aluminium, contenu dans les différentes formulas et dans les conditions expérimentales
testées, ne pénétre pas dans les couches vivantépiderme.

Les données obtenues sont reportées dans le tdkpame 29,b. Dans tous les cas, aucune
pénétration de I'aluminium n’a été observée. lltestefois important de préciser a ce niveau
gue ces observations sont limitées a la sensilktédétection et a la résolution de notre

instrument.
En conclusion, dans un protocole de diffusion passippliqué a I'étude de la pénétration

transcutanée sur des peaux d’oreille de porc, neusettons pas en évidence de pénétration

d’aluminium. La peau de porc est donc imperméalaet &lément.
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The skin barrier function: a micro-PIXE study

M. Simon,®P* P, Barberet,®P P. Moretto,®? D. Bacqueville,¢ A. Mavon©
and H. Seznec*®

Human body is perpetually subjected to environmental exposures as sun, natural, urban or industrial pellutions and societal
exposures. Skin is the main physiological barrier facing to these different stresses; however its response mechanisms are still
not well understood. Skin models are thus necessary to understand skin physiolegy and behavior in normal conditions or under
stress. Because of the large natural interindividual variability and of some difficulties in obtaining human skin biopsies, we have
been developing and characterizing different skin models such as reconstructed epidermis in vitro, native pigskin and human
keratinocyte cells. These models allow us to study the mechanisms invelved in ion homeostasis in correlation with structural
organization and biclogical responses. In the present study, we have characterized the pig ear skin model using micro-particle
induced x-ray emission (PIXE) analysis with the aim of evaluating the distribution of inorganic ions under normal or stress
conditions together with the transepidermal penetration of external agents, such as aluminum oxides. The nuclear microprobe
analysis allowed us to validate the culture conditions of the tissue and we have shown an alteration of the inorganicion patterns
after exposure to a chemical compound (sodium dodecyl sulfate) known for its deleterious effects on the barrier function.
Finally, we have shown no transepidermal penetration of aluminum oxides after different exposures to cosmetic formulations.
Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.

Introduction

Skin is the largest and outermost tissue in the human body
and consequently, it is often exposed, either intentionally or
unintentionally, to numerous both natural and chemical agents.
lts major function is to protect the body from dehydration, loss
of nutrients and unwanted effects of all the environmental agents
coming into contact with the skin.

Skin is composed of different stacked layers, with the outermost
part of the epidermis made up of a squamous epithelium. The
appearance of the different epidermal layers simply results from
progressive terminal maturation of the keratinocytes, inside the
epidermis. Those cells are the main cellular component of the
epidermis. They undergo a continuous differentiation process
starting from the basal layer. and finally resulting in the final
state of cormeocyte cells assembled in the stratum cormeum, a
layer acting as a sort of passive bamier against a large number of
diffusible substances.

For reasons of human safety assessment, new chemicals are
systematically evaluated for potential toxic or imitant properties
by topical application on native skin or on different epidermis
models. The most relevant approach to obtain the data would
be to conduct invive human studies, but considering ethical
and economic limitations and large interindividual variations,
especially in terms of mineral element contents, this is very difficult
to achieve. 5o, there is a strong need to find new alternatives.
Among all the animal models proposed and used, the pig ear
skin (PES) appears to be of particular interest as it has often been
reported to have similar permeability and physiological properties
to human skin. On the other hand, PES is relatively easy to
obtain.

The goal of the research described here is to contribute to the
characterization of an ex vive PES organ culture model by nuclear
microscopy. Trace elements, mineral ions and their distribution
in the outermost layers of the skin have been elucidated by
particle induced x-ray emission (PIXE)/Rutherford backscattering

spectrometry (RB5) microanalyses. Scanning transmission ion
microscopy (STIM) was also employed to elucidate the epidermis
structure on a microscopic scale. In this paper, we describe the
structure of a PES model and its elemental content. Methodological
points are also discussed, especially those concerning sample
preparation and the reproducibility of the model. In particular, we
compared the ionic content of PES sam ples fixed immediately after
delivery in our laboratory with samples fixed after 24-h recovery in
order to check possible deleterious effects of sample preparations
and culture conditions on the ionic content.

Finally, the putative percutaneous absorption of chemicals, such
as aluminum oxides performed on PE5 has also been investigated
using the different nuclear microscopy technigues.

Materials and Methods

Pig ear skin organ culture

Fresh pig ears were cbtained from a local abattoir (Mentauban,
France); to ensure integrity of the skin barrier, ears were removed
post-sacrifice before the carcass was exposed to the normal high-
temperature cleaning procedure. The studies were carried out
using ear skin from six pigs (Pietrain breed, female domestic pig,

* Correspondence to: M. Simon, CNRS/INZF3, Centre dEtudes Nudéaires Bor-
deaux Gradignan, UMR 5797, Gradignan, F-33175, France.
E-mail: mailtosimon@cenbg.in2p.fr
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Vigoulet Auzil, France
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& months) slaughtered on the day of the experiments. The ear was
washed with water and dried using soft tissue,

PES culture were performed as previously described by
Bacqueville etal!"! Briefly, after cleaning and shaving, the skin
was immediately excised from the outer side with a scalpel, then
sectioned at a thickness of 500 pm using a dermatome (Aesculap,
Tuttlingen, Germany) and punched into 12-mm-diameter discs
{1.1 cm?). The punch areas were free of structural changes such
as scratches, erosions and scars, as such skin damage could
affect the crgan culture responses to artificial exogenous stress.
Before starting the organ culture, the explants were washed for
1h in the culture medium at 37°C in a 5% COa/air incubator.
The culture medium was Dubelcco’s modified Eagle’s medium
(DMEM]) supplemented with 1-mM pyruvate, 8-mM glutamine, 100-
U penicillin, 100-pg/ml streptomycin and 100-ug/ml gentamycin
{all from Sigma), 2.5-ug/ml fungizone (Invitrogen) and finally a
cocktail of essential and nonessential amino acids. The skin was
then seeded dermal side down in polycarbonate Transwell inserts
{12 mm diameter, 12-um pore size, Corning Life Sciences) in 12-
well plate prefilled with 1-ml culture medium. Thus, this ex vivo
organ culture system maintained the explants at the air-liquid
interface. The dermis and the epidermis were fed by nutrient
diffusion through the insert. The culture medium was changed 2 h
after seeding and the skin was cultured for a maximum of 24 hfor
all experiments.

One set of samples has been prepared following this protocol
corresponding to the three conditions (1) TO: nontreated skin.
The 12 = 12 mm? of explants were punched at reception; (2) T24:
nontreated skin. The explants were fed with 1 ml of fresh culture
medium and cultured for 24 h at 37 °C (3) skin exposed to sodium
dodecyl sulfate (SD5). Two hours after seeding, explants were
exposed to a solution of 5D5 2% (w/v) (Sigma). Immediately after
the exposure, samples were fed with 1 ml of fresh culture medium
and cultured for 24 h at 37 °C.

Percutaneous penetration experiments

Pigskin biopsies have been exposed to different cosmetic formula-
tions or chemicals according to the protocol established by Mavon
etal™: (1) aluminum chloride on normal skin, (2) antiperspiring
spray on normal skin, (3) antiperspiring cream on nornal skin,
(4) cicalfate on normal skin, cicalfate on altered skin by tape
stripping and (5) negative control.

Cryofixation and sectioning

All samples were shock-frozen in isopentane chilled by liguid
nitrogen and stored under liguid nitrogen until sectioning or in
a refrigerator at —80°C for times ranging from a few days to
several weeks. Tissue sectioning was carried out using a classical
cryomicrotome equipped with a stainless steel blade in a cryostat
at —30°C. The 16-pum sections were left overnight in the cryostat
until complete freeze-drying. Special attention was paid in order
to avoid any sample contamination with the chemical elements
under investigation [especially for aluminum (Al) studies]. Serial
sectioning provided sections for analysis and adjacent sections
for histology. The latter were collected on glass microscope slides
and were stained with hematoxylin—eosin for examination before
analysis. After careful selection under a binocular microscope,
the freeze-dried sections were mounted in self-supported mode,
stretched between two pieces of carbon tape stuck on specifically
designed holders.

lon beam microanalysis

For elemental mapping and analysis, we carried out different
scanning nuclear microprobe techniques on prepared samples:
PIXE, RBS and STIM. These technigues, previcusly described by
Moretto in 1996, provide quantitative data on the distribution
and concentration of inorganic ions and on the morphology of
the samples. Briefly, skin sections were analyzed using the CENBG
nuclear microprobe! A 1.5-MeV proton microbeam (focused
down to a diameter of about 1pm for 5TIM and 2pum for
PIXE and RBS) was scanned over areas of interest by means of
a fast electrostatic scanning system. In the case of PIXE and
RBS, typical beam currents in the range 50-150 pA are used.
Induced x-rays emitted from light ions present in the sample
(from MNa to Ca) are collected by a high-resolution 5i{Li) solid-
state detector (Oxford Instruments, 145-eV resolution) positioned
at 135", Simultaneously, backscattered protons are detected at
—135% by a surface barrier silicon detector {Canberra, partially
depleted detector, 25 mm?, 12-KeV resclution). PIXE and RBS
are carried out simultaneously to determine both the elemental
content and the organic mass (carbon, oxygen and nitrogen) of
sections. Quantitative results are expressed in terms of normalized
concentrations (ugfg dry weight) >4

In the case of STIM analysis, the proton beam is strongly
collimated to obtain a beam current of about 1000 protons/s on
target. Transmitted protons are detected at 0% behind the sample.
This technique allows mapping of the sample density.”

Data reduction

To provide elemental maps, 128 »« 128 pixels matrices are
calculated from PIXE and RBS measurements. A simple energy
windowing is used to select the x-ray lines and construct yield
maps from events stored in the list files. For the extraction of
guantitative results, x-rays (PIXE) and particles energy spectra
(RBS) are obtained from the regions of interest after a careful
identification of the different skin structures. This operation
is carfied out using the SupaViSI0 softwarel®! ¥-ray spectra
are fitted using the Gupix software and the RBS spectra are
treated using RUMPIN, a dedicated software developed at
CEMBG for the treatment of organic sections with heterogeneous
thickness, B9

Results and Discussion

Characterization of a pigskin model

In order to characterize the PES model, we have focused
our attention on the morphological integrity and on the ion
content. These studies have been performed by comparison with
reference data previously cbtained using reconstructed epidermis
(Skinethics) and native human skin biopsies prepared and analyzed
in the same conditions.*® As shown on the histology micrograph
after hematoxylin—eosin staining of a cryofixed section, the four
distinct layers known as stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum and stratum comeum can be easily identified (see
Fig. 1}. A similar well-organized and stratified tissue structure had
been previously cbserved in native human skin biopsies.*# Using
PIXE and RBS microanalyses elemental maps have been obtained
for elements ranging from Na to K (PIXE) and C, N, O (RBS). The
absolute concentrations of the ion content in the PES freeze-dried
sections were also determined.

X-Ray Spectrom. 2009, 38, 132-137
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Figure 1. Stratified structure of human epidermis as shown by histological sections (hematoxylin—eosin staining) on native human skin (leftl and native
pia ear skin (right). Elemental vield maps of P, 5 and Cl of native pig ear skin (T0) after PIXE analysaes. The x-ray emission increases from white to yellow in
the scale. There is no conspicuous difference on ion distribution and structural organization between native human skin and pig ear skin.

The PES model confirms that sulfur is an excellent marker of
the stratum corneum due to the presence in high gquantity of
proteins (such as keratins)™" The stratum cormeum is indeed
composed of protein-enriched cells, the comeocytes, and lipid-
enriched intercellular domains. This layer plays an important role
in the formation of the physiological barrier that results from the
differentiation of keratinocytes within the stratified epithelium,
The keratinocyte cells produce keratins, which belongs to a family
of proteins that form intermediate intracellular filaments providing
flexibility to the cell. The 5-containing amino acid cystein is one
of the main components of those proteins, contributing up to
80-90% of the epidermis mass and explaining thus the high
quantity of sulfur we have detected.

On the other hand, the phosphorus distribution is presumably
due to the presence of nucleic acids at the ongin of the cellular
source of energy {adenosine triphosphate) and of cell membrane
phospholipids mainky present in the stratum spinosum. Just after
leaving the basal layer, the keratinocyte cells start to differentiate.
During their migration through the stratum spinosum and stratum
granulosum, they undergo drastic changes in both structure
and composition. They synthesize numerous structural proteins
and lipids {such as phospholipids, ceramids). In agreement with
previous studies on human native skin by Moretto et al. and Pallon
et al 1112 the PES analyses show high sulfur and phosphorus levels
in stratum spinosum and stratum corneum, respectively {Fig. 1).

Considering the complete set of elemental maps (from Na
to K) obtained using the PES model, no significant difference
was found in the distribution of inorganic ions as compared to
native or reconstructed human epidermis previously tested. In
addition, the phosphorus/sulfur (P¥5) and potassium//sulfur (K/5)
concentration ratios measured in the different skin models are
consistent, especially in the stratum spinosum (P/5 = 1.92 £ 0.3
and K/5 = 2.99 £+ 0.39),

In coniclusion, our data show that PES displays the same highly
organized structure in four strata with the same ion distribution
and content already found in native or reconstructed human
epidermis during previous nuclear microprobe analyses. These
observations contribute to validate the PES as auseful and relevant

human counterpart model for safety assessmentandfor systematic
evaluation of new chemicals.

Culture medium and ion homeostasis

There is nowadays a great concern in modeling some human skin
functions using animal tissues aiming at simplifying experimental
procedures. When sufficiently characterized, those models have
shown a high potential in applied research, especially in the
cosmeticsfield. In thisapproach, to define precise and reproducible
culture conditions, which allow the long-term preservation of
explanted tissue is the prereguisite to establish a good exwvivo
animal model.

In that study, we have tested the effect of defined culture
conditions on the ion content of the PES. First, we havefocused our
analyses onsamples maintainedin cufture at the air/liquid interface
during 24 h {T24}. In this set of experiments, the corresponding
native PES shock-frozen at reception and prepared as described in
material and methods (TO) constitutes the reference. The results
presented hereafter concern experiments performed on two ears
obtained from two different donors.

Figure 2 presents the hematoxylin eosin histological sections
and the elemental maps of the following chemical elements: P, 5, Cl,
Ma, K {PIXE) for two samples T0 and T24. We found no obvious alter-
ation in the tissue organization or in the distribution of ions in the
epidermis. Furthermore, we mainly focused our guantitative inves-
tigations on stratum comeum and strotum spinosum. As illustrated
in Fig. 3, the ion concentrations have not been altered in those
layers by the culture conditions. It is interesting to note that no
difference was ocbserved in PES coming from two different donors
suggesting no drastic interindividual variations. These encourag-
ing results suggest that the defined culture conditions employed
to maintain the tissues have no or very limited effect on the ion
homeostasis after 24 h of culture. Additional experiments will be
performed to confirm these observations with higher statistics.

Exogenous stress and ion homeostasis: 505 stress

The epidermal permeability barrier is believed to come from the
extracellular lipid-enriched component of the stratum corneum.

www.interscience.com/journal/xrs
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Figure 2. Culture medium and ion distribution. Hematoooylin-eosin staining (left) and elemental yield maps of P, 5 (1, Na and K after micro-PIXE analyses
of native pig ear skin (TO) and pig ear skin maintained 24 h above-defined culture medium {T24). Thare is no major effect of the culture on the ions
distribution.
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Figure 3. Effect of the culture medium on ion concentrations: histograms of P, 5, O, Na, K and Ca concentrations in native pig ear skin (To) and skin
maintained above-defined culture medium for 24 h (T24), in cormeum and spinosum strata. There is no significant difference between the To and T24 skin
ion concentrations.

These intercellular lipid lamellae are thought to mediate transcu- Acetone is an organic solvent that disrupts barrier function
taneous water loss and play a vital role in the barrier function. by extracting stratum comeum lipids. It results in a significant
Tape stripping, exposure to solvents (acetone) or detergent treat-  reduction of lamellar bilayers and in lacunar dilatation within
ment are known to perturb this permeability barrier and trigger  the intercellular domains.'*™ On the other hand, tape stripping
homeostatic responses in the underlying nucleated layers of the  disrupts barrier function by mechanically removing the stratum
epidermis that lead to barer recovery. comeum, including the corneccytes as well as intercellular

HE staining phosphorus suffur chilorine sodium potassium

TO
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Figure 4. Effect of an exogenous stress on ion homeostasis. Hematoxylin-eosin staining (left) and elemental yield maps of P, 5, Cl, Na and K after
micro-PIXE analyses of native pig ear skin (TO) and pig ear skin exposed to a 2% of 5D5 solution and maintained 24 h above-defined culture medium
{5D5). Morphological alterations may be seen with the advent of vacuoles, tissue disorganization and altered distribution of the elemental distribution in
S505-traatad skins.
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lipid bilayers. The surfactant 505 is also known to damage
the intercellular lamellar bilayers in stratum corneum wvia the
delamination of bilayers %1% Various studies have demonstrated
significant increases in percutaneous absorption of topically
applied drugs. such as hydrocortisone, caffeine, fidocaine, 5-
aminolevulinic acid, nitroglycerin, ibuprofen, indomethacin, etc.,in
acetone-treated, tape-stripped and SD5-irritated skin 47" Upto
now and even if numerous cell biological changes following those
barrier disruptions have been reported, the cellular mechanisms
involved are still unknown.

In order to characterize the permeability barrier of our PES
model, we have applied different treatments (505, tape stripping
and UV exposition) on samples maintained for 24 h in culture. The
results presented in this paper are those obtained after a chemical
exposure to an 505 solution at 2% (v/v). Investigations on the
effect of tape stripping and UV exposition are still under progress.

Figure 4 presents a hematoxylin eosin histological sections and
the P, 5,Cl, Na, K elemental maps [PIXE) for two samples, Thand 505
treated respectively. The hematoxylin eosin staining reveals the
presence of vacuoles in SO5-treated PES and a strong alteration in
the tissue organization illustrated by the complete disappearance
of a well-defined stratum basale.

In additicn, the elemental maps reveal highly unbalanced jon
distributions within the epidermis, resulting from physiological
and cytochemical changes induced by 505 stress. For example,
a drastic loss of phosphorus and potassium may be observed in
the stratum spinosum. The extraction of quantitative results (not
shown here) has revealed similar behavior in stratum corneum.
After SD5 exposure, a high sulfur concentration may be still
abserved in stratum cormeumn. A two-fold concentration factaor has
been calculated compared with control whereas this factoris only
1.5 in spinosum. Consequently, on the sulfur maps of Fig. 4, the
contrast between corneum and spinosum strata is higher for S05
than for TO. In addition, since stratum basale is disorganized after
505 treatment, sulfur appears washed out on the map.

This alteration of ion distributions may sign the effect of the 505
treatment at the cellular level, which is known to dramatically alter
the membranes’ integrity by damaging their lipid bilayers. Since
this profound alteration of cellular membrane leads generally to
cell death, the loss of intracellular ions such as phosphorus and
potassium can indicate the damage of fiving material within the
epidermis. By contrast, the altered distribution of sulfur could
be a molecular indication of the complete disorganization of the
epidermis. The increased sulfur concentration in both spinosum
and corneum strata can be presumably attributed to the chemical
fingerprint of 505 itself. In parallel, biochemical tests based on
lactate deshydrogenase (LDH) have been performed in order to
study the cell membrane integrity in these conditions. These tests
are still in progress.

Even if more studies would be necessary to definitively conclude
on the cellular mechanism induced in 505-treated skin, we can
hypothesize that SD5 penetrates deeply into the epidermis.

Penetration study of aluminum compounds from cosmetic
formulations

Aluminum distnbution on skin surface

The second goal of the present study was to evaluate the
capability of the micro-PIXE technigue to reveal if Al compounds
present in different cosmetic products penetrate into native or
artificially altered skin from animal (pigskin biopsies). Owing
to its multielemental capability, micro-PIXE analysis allows the

simuitaneous mapping of several elements in tissue sections.
It is thus particularly well adapted for the measurement of
transepidermal penetration of mineral ions contained in cosmetic
products, such as titanium dioxide!"®2 or aluminum oxides.
The information provided by this technigue, makes it possible
to investigate the physiological and biochemical mechanisms
invaolved in the barrier function and also to identify the penetration
pathways for these chemical substances.

For the different compounds topically applied on pigskin
biopsies, the first observations were of Al distribution at the
skin surface. Micro-PIXE maps reveal a homogenous distribution
at the stratum cormeum surface for both the spray and cream
formulations (Fig. 5). By contrast. the topic application of the
cicalfate formulation induced a heterogeneous accumulation that
can be seen at the surface of the stratum corneum under the
form of Al spots. This latest observation is in total agreement
with the designed cicalfate formulation (Avene, Pierre Fabre
Dermocosmetics).

Transcutaneous penetration of aluminum oxides

In order to evaluate the penetration of Al into the native or
artificially altered skins, we have performed a careful micro-PIXE

ia —_— UM —
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Figure 5. Distribution of aluminium in pigskin sections after different
treatments: {a) cream, (bjspray and (c)cicalfate and comesponding
phosphomus maps. The maps show that the aluminum distributions at
the stratum comeum level (black square) are function of the compound
tasted.
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Skin micro-PIXE study
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Figure 6. Superimposition of aluminum and STIM maps in a section of pig
skin after exposure to cicalfate. X-ray spectra after PIXE analysis: (a) from
the strofum comelm area, (b) from a region of interast (ROT) visible on the
S5TIM map (in depth, just under the stratum comeum). There is no x-rAY
line visible on the RO spectrum demonstrating the aluminum does not
penetrate under stratum Comeum.

analysis of the different epidermis layers. This multielemental
mapping in combination with the supermposing of STIM maps
from the same regions reveals an exclusive localization of Al in
the cutermost layers. The penetration seems to be limited to the
stratum corneum. Quantification of Alin a region of interest located
just below the stratum corneum does not reveal any Al trace at the
lirnit of detection of the technigue (10 pg/g) despite the high Al
level detected at the epidermis surface {Fig. 8). According to these
observations, we can conclude that Al does not penetrate native
or altered skin by tape stripping, at levels exceeding the detection
limit.

Conclusions

In this paper, we have reported micro-PIXE analysis of a PES model
under development. The aim of this preliminary study was to
investigate the tissue morphology using the distribution pattern
of mineral ions. As initially described in different skin models
such as native human skin biopstes or reconstructed epidermis,
we found that these elements are compartmentalized enough
to constitute useful markers of the tissue ultrastructure and
of its integrity. The present work also provided an additional
useful information about the effect of culture medium and
505 treatments on the elemental distribution and contents in
the context of an exwivo animal skin model. Complementary
analysis should be performed to confirm these data and additicnal
experiments will focus on the effects of tape stripping and UV
exposure on the distribution pattern of mineral ions. On the
other hand, nuclear microscopy has been also used to evaluate
the transcutaneous penetration of metal oxide (Al) present in
cosmetic formulations. No penetration of such compound has
been found using our experimental methodology. Finally, the
present study proved micro-PIXE analbysis is a valuable technigue
to address environmental exposure studies and characterization
of mammalian tissue models at the epidermis level due to its
multielemental capabilities.

References

[11 D. Bacqueville, A. Mavon, Photochem. Photobiol. 2008, 84(5), 1164,
[21 A.Mavom, C Miguel, O. lejoune, B. Payre, P.Moratto, 5Skin
Pharmacol, Physiol. 2007, 2001}, 10.
[3] P. Moretto, Cell. Mol Biol. 1996, 42(1), 1.
4] ¥.Liabador, Ph. Moratto, H. Guegan, Nucl. instrum. Meth. B 1993,
FAT-4),123,
5] ¥Y.Barbotteau, E Gontier, P. Barberet, M. Cappadoro, B. De Weaver,
. Habchi, 5. Incerti, A. Mavon, P. Moretto, T. Pouthier, R.W. Smith,
M. D, Ynsa, Mucl, Instrum, Meth. B 2005, 231, 286.
[6] E. Gontier, P.Barberet, Y.Barbottoau, K Gaspdr, C.Habchi,
J. Hunyadi, S.incerti B.Kiss, A Mawon, P.Moretto, T.Pouthier,
M. Rosdy, ). E. Surléve-Bazaille, M. D. ¥Ynsa, X-Ray Spectrom. 2005,
34,381,
(71 P.Aguer, L C. Alves, P. Barberet, E Gontier, 5. Incerti, C. Michealet-
Habchi, Z Kertesz, A Z Kiss, P.Moretto, ). Pallon, T.Pinheiro,
L E Suréve-Bazeille, Z_5zikszal, A Verissimo, M D.Ynsa, Nud
Instrum. Meth. B 2005, 231, 292,
[8] 1 A Maxwell ). L Campbell, W. ). Teedsdale, Nucl lnstrum. Meth. B
1989, 43, 218,
o] P.Meoretto, L Razafindrabe, Nucl Instrum. Meth. B 1995, 104, 202
[10] Biopixe Website. 2004, hitp//biopixe free fr/SupaVISIO/news.htm
[12 October 20041
[11] P.Moretto, 1-E Suriéve-Bazeille, O Licu, € Michelet, P. Stoedzel,
Nucl, Instrumn. Meth. B 1999, 158, 386.
[12] L Pallon, K. G. Malmagvist, ¥ Wermner-Linde, B. Forshind, Cell. Mol. Biol.
1996, 42(1), 111
[13] G. K Menon, P. M. Elias, Skin Pharmacol 1997, 10(5-6), 235.
[14] L CTsai, H. M. Sheu, P.L Hung, C.L Cheng, [ Pharm. 5c. 2001,
g, 1242,
[15] R.R.Wamer, Y.L Boissy, N.ALilly, M.J Spears, K Mckillop,
L L Marshall, J. K. Stone, £ Invest. Dermatol 1999, 1 13{6), 960,
[16] R B. Wamer, K . Stone, Y. L. Boissy, ! Invest. Dermatol. 2003, 120{2),
275.
{171 D. Withelm, P. Eispar, H. |. Maibach, Acta Derm. Venereol 1991, 71{2),
123.
{181 L C Tsail.H. Chen T, W. Wong, Y. L Lo, Br.J. Dermatol. 2002, 146(5),
853,
[19] Z 5. Kaeresz, £ Szikszai, E Gontier, P. Moretto, 1. E. Surléve-Bazeille,
B. Kiss, |. Juhdsz, J. Hunyadi, A. Z. Kiss, Nucl. Instrum. Meth. B 2005,
237, 280,
[20] A.Verissimo, L . Alves, P. Filipe. L. M. Silva, R, Silva, M. Dolores Ynsa,
E. Gontier, P. Moretto, 1. Palion, T. Pinheiro, Microsc, Res. Tech. 2007,
7o), 302

X-Ray Spectrom. 2009, 38, 132-137

Copyright (© 2000 John Wiley & Sons, Ltd.

www.interscience.com/journal/xrs

125




APPLICATION DE L'ANALYSE PAR
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La fonction barriere et les particules ultra-fines

La barriere cutanée protege le corps de linfluedeel'environnement. Alors que des
molécules de faible poids pénetrent dans les caueivantes de la peau, il est généralement
admis que les particules plus grosses ne péneajuentlans la couche cornée superficielle, a
moins de I'existence de microlésions.

En Europe et dans les pays industrialisés, legcpbes ultrafines comme les particules émises
par les moteurs diesel, la poudre des toners, ocareres pigments, sont de plus en plus
présentes dans I'environnement et augmententsigses d'exposition interne par ingestion et
inhalation.Le risque d'absorption percutanée est également damtage pris en compte

Ces particules ultrafines généralement micronistemuvent sous la forme de Tiéntrent
dans la composition de nombreux produits domestiqpeoduits d'entretien ménager) et
dermo-cosmétiques (fond de teint, creme de soitg @éantifrice, rouge a levres et cremes
solaires). La plupart de ces produits étant emglayétidiennement, I'exposition est quasi-
permanente. Parallelement, les pathologies chreside la peau n'ont pas cessé d'augmenter
en Europe depuis une vingtaine d'années (eczéraa,gtepique, allergies de contact, cancer
cutané..). Par ailleurs, I'utilisation croissante de prdsildosmétiques, les expositions plus
longues et plus fréquentes aux rayons solaireube croissant d'ozone et l'allongement de
I'espérance de vie sont autant de facteurs quigmtwaltérer la fonction barriére de la peau et

favoriser ainsi cette exposition.

Inocuité des nanoparticules ?

Le préfixe «nano »désigne un milliardieme d’unité. Un nanometre (rasf) un milliardieme

de métre.

Les nanosciences sont donc I'étude des phénoménks reanipulation de matériaux a
I'échelle atomique, moléculaire et macromoléculaires nanotechnologies concernent la
conception, la caractérisation, la production ehise en ceuvre de structures, de mécanismes
et de systémes par le contrdle de leur forme &uts dimensions a I'échelle du nanometre.

Ce qui fait I'intérét des nanotechnologies, c’éapparition a I'échelle nanométrique de
propriétés tres différentes de celles constatéaslpe mémes matériaux a des échelles micro-
Ou macro-metriques.

Il'y a deux raisons qui expliquent ces difféerencé$ les nanomatériaux présentent une plus

grande surface, pour une masse donnée, que lesaunatde taille plus importante ; ceci peut
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entrainer une augmentation de leur réactivité¢ i et modifier leurs propriétés
mécaniques ou électriques. C’est ainsi que lestobas de carbone sont 100 fois plus
résistants que l'acier et 6 fois plus légergii), aux échelles nanométriques, les effets
guantiques entrent en jeu et peuvent affecter lmpootement optique, électrique et

magnétique du matériau initial.

Les nanoparticules manufacturées représentent rdilijau un enjeu technologique et
economique majeur pour la société. Elles permettlast innovations majeures dans de
nombreux domaines : santé, énergie, informatiamsgorts, sécurite...

Leur développement tres rapide, I'absence de disisoseglementaires spécifiques et les
inconnues concernant leur toxicité pour 'Homme pravoqué des réactions d'inquiétude
devant des risques qui semblaient nouveaux, encamiimal connus. Cette inquiétude s’est
cristallisée autour de premiers résultats toxicglogs (nanotubes de carbone...) et sur le
corpus d'études indiquant une pathogénicité pasgiblr ’'Homme des particules ultrafines
provenant de processus de chauffage ou de combuysiiesel...) présentes depuis toujours
sur les lieux de travail et dans I'environnement.

Nous devons rester attentifs quant a l'innocuité danoparticules les plus fréequemment
utilisées. Parmi ces nanoparticules, le J&3t largement utilisé comme pigment dans les
peintures, la nourriture et dans les produits coisiumes. Le TiQ peut étre produit sous forme
cristalline (rutile, anatase). Sous cette formabiorbe les rayonnements ultraviolets et peut
générer sous certaines conditions des radicaugslibtotamment dans les milieux vivants.
Cette propriété est d'ailleurs exploitée dans rat#ation catalytique de polluants organiques
des eaux ainsi que I'élimination de polluants aphésquegHervé-Bazin, 2007)

Les atouts et les caractéristiques propres auxpaatcules sont, par définition méme, leurs
dimensions infimes mais aussi leurs propriétés ighgs et chimiques particulieres qui les

distinguent des particules de dimensions supésewerrespondantes. Ce sont ces
caractéristigues mémes qui suggerent a priori ggendnoparticules peuvent entrainer des
effets négatifs pour les systemes biologiques :

(i) la toxicité des particules semble corrélée aileetaen d’'autres termes, plus les particules
sont petites, plus elles sont potentiellement s

(i) des études indiqguent que les nanomatériaux peusffatter les comportements

biologiques aux niveaux cellulaire et subcellulaire
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(i) les nanoparticules semblent traverser les basriei@ogiques, en particulier la barriere
hémato-encéphalique protégeant le cerveau et pluidrglement les membranes cellulaires et
'enveloppe nucléaire séquestrant le génome. Ds, jpluisieurs tentatives ont été faites pour
vérifier si la pénétration percutanée de particalesit effectivement lieu. Des investigations
par la méthode de "tape stripping”, associée aviéérehtes techniques d'analyse ont été
réalisées pour des applications topiques de créwlages contenant des nanoparticules (de
taille entre 20 et 50 nm) sait vivo sur des volontaires sains, soitvitro dans des cellules de
Franz apres excision de peau normale chez l'angual'homme. Différentes méthodes
d'analyses ont été utilisées pour la détectionitdnd : analyse X en dispersion d'énergie,
spectrométrie d'absorption atomique, microscopicté@nique. En général, une grande
concentration de Ti©était trouvée dans les couches les plus exterada douche cornée
avec une décroissance exponentielle de la contientren fonction de la profondeschulz,
2002, Gontier, 2008).a présence de Tidans le derme fut démontrée une seule(fzis, 1996)
mais ne fut pas confirmée par d'autres auteurs. élnde récente met en évidence une
pénétration de Ti@via la peau : aprés une application topique de @itmtions contenant
différentes formes de TiOdurant 30 jours chez le porc, les nanoparticséegetrouvent dans
les couches profondes de I'épiderme. La méme expegichez des souris hairless, durant 60
jours met en évidence la présence de, Téns différents organ@s/u, 2009).

(iv) les mécanismes de défense de I'organisme humaisone pas aussi efficaces pour
éliminer les nanoparticules des poumons, du tragassro-intestinal et d’autres organes que
pour les particules plus grosses. Méme si la patétr des nanoparticules se limite a
I'épiderme, des effets inattendus comme une réponsmunitaire ou un stress oxydatif
peuvent intervenir. En particulier les particules @iO,, bien qu'elles soient souvent
considérées comme chimiquement inertes, peuverdgrgenine réponse immunitaire ainsi
gu'un affaiblissement de la barriére cutanée. Wnoggsement du taux d'anticorps allergéne-
spécifiques (IgE) a été rapporté apres injectidrapgritonéale de particules de Fi€&t SiQ
chez la sourigGranum, 2001)

(v) la plus grande surface totale présentée par lespaaticules relativement a leur masse
entraine une plus grande réactivité chimique.dlproduction accrue de substances réactives
de lI'oxygene (ROS), celles-ci endommageant les omaclécules biologiques (ADN, lipides,
protéines)(Rahman, 2002)perturbant ainsi le fonctionnement cellulaire géry prolifération,
apoptose, mutation). Ces phénomeénes de stressrixgolat impligués dans de nombreuses
pathologies (athérosclérose, diabete, maladiesodégénératives, cancer, ....) et dans les

processus de vieillissement. Ainsi, une actiontdéédu stress oxydatif sur 'ADN et 'ARN
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cellulaire accompagnée d'inactivation enzymatigest @tre suspectée au niveau de la peau.
Les processus de photo-oxydation catalysés papddicules de TiQont été démontrés in
vitro par différentes études. Des applications dffat bactéricide ont méme été envisagées
ainsi qu'une application a la photothérapie deutsdl malignes. Une telle activité non
photocatalysée cette fois, a pu étre égalementwdeséors de la pénétration de particules tres

fines dans les alvéoles pulmonaires.

A partir de 2004, de nombreuses autorités admatigés et sociétés scientifiques
americaines et européennes (la Royal Society dwalRog-Uni, le Scientific Committee on
Emerging and Newly Identified Health Risk de la coumauté européenne, le Comité
Consultatif National d’Ethique et [I'Agence Frangaisde Sécurité Sanitaire de
'Environnement en France, la Food and Drug Adntiatgon aux USA) appellent a la
prudence et éditent des principes de précautiotes dal'emploi et a la manipulation des
nanoparticules. Ces administrations soulignenteégaht que les nanomatériaux présentent
un risque potentiel pour les travailleurs exposésdéconisent la mise en place de systemes de

confinement dans les industries.

Vers la définition de la nanotoxicité a I'échelle ellulaire in vivo des nanoparticules de
TiO>

Dans ce sens, et étant donnée notre expertisdaldomaine de la micro-analyse par faisceau
d’'ions, nous avons entrepris de développer uneoappr expérimentale afin de détecter,
suivre et déterminer les effets des nanopartialde$iO, au sein des tissus biologiques. Pour
ce faire, nous avons mis en place une procédurecgmibine différentes techniques
d’analyses et d'imagerie et associé les technigeesynthese et de modifications chimiques
afin de fonctionnaliser des nanoparticules de,TiO

Les méthodes actuellement validées pour des étlglésxicité classique ne se révelent pas
efficaces pour les études de nanotoxicité. |l aveecessaire de développer de nouvelles
meéthodes permettant I'étude des nanoparticules givdnt. Ainsi, nous avons développé une
nouvelle approche a I'échelle cellulaire afin déedter, suivre ces nanoparticules et de tester

leur toxicité potentielle.

Dans un premier temps, nous avons décidé de ti@vsilr un type de nanoparticules de JiO

particulier, les nanoparticules P25 de la sociéguldsa. Ces nanoparticules entrent dans la
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composition de nombreux produits manufacturés et, ste par leur utilisation massive, tres
bien caractérisées. Ces nanoparticules ont urle taibyenne de l'ordre de 30 nm et se
présentent sous forme rutile (30%) et anatase (7B%)evanche, ces nanoparticules P25 ne
sont pas utilisées dans les formulations dermo-étigoes développées pour les crémes
solaires. L’objectif de notre étude était d’'obtetds nanoparticules chimiquement modifiées
afin de mettre en ceuvre I'ensemble des techniquasalgses disponibles en biologie
cellulaire, et plus particulierement les technigdémagerie en fluorescence.

Ainsi, il nous était possible de combiner troishi@iques de microscopies a haute résolution
(confocale, électronique et analyse par faisceaons) afin de définir la toxicité de ces
nanoparticules vitro/in vivo.

Les résultats majeurs que j'ai obtenus durant éttitge sont les suivants :

() Fonctionnalisation. A l'aide d’une méthode simple de greffage chingignous avons
réussi a modifier chimiqguement ces nanoparticulekaide de molécules fluorescentes,
classiquement utilisées en biologie (FluorescéRtgdamine). Il est intéressant de noter que
cette méthode de greffage, nous a permis dobtempidement et simplement des
nanoparticules de TiO fluorescentes. Les caractéristigues physico-chigsqude la
nanoparticule n’interféerent pas avec les procegpdysiques lieés a I'excitation/émission de
fluorescence. Ainsi, j'ai pu obtenir des nanopais de TiQfluorescentes dont I'utilisation
s’est avérée simple et aisée dans les conditionsultiere cellulaire et compatible avec les
techniques d’'imagerie en épifluorescence et avepretocoles d'immunodétection.

(i) Localisation subcellulaire De maniere encore plus intéressante, mon étyeenais de
montrer que non seulement ces nanoparticules chamgnt modifiées permettent de les
suivre et de les localiser in vitro sur des popoiet cellulaires de kératinocytes, mais qu’elles
ne présentent pas de différence de comportemenmapport aux nanoparticules natives. Ces
nanoparticules présentent le méme comportementldkilésation, d’agrégation et présentent
la méme localisation biologique a I'échelle celitda Les nanoparticules de TiOnodifiées

ou non, se localisent dans les kératinocytes dames aone périnucléaire, exclusivement
cytoplasmique. Les données obtenues en microscépigronique ne montrent pas de
nanoparticules dans le réticulum endoplasmiquessuniitochondries. En revanche, une étude
réalisée en microscopie confocale, avec un marqsageifique de I'appareil de Golgi a
'aide d’'un anticorps dirigé contre la Golgin-67 dellules exposées au Ti@onctionnalisé
semble indiquer uneo-localisation entre l'appareil de Golgi et les naoparticules de
TiO».

131



De maniére intéressante, la modification de I'étatle surface des nanoparticules n’altere
pas leur biodisponibilité, ni leur bio-distribution.

(iii) Prolifération cellulaire. L'impact d’'une exposition de kératinocytes hunsaances NPs a
éte étudié. J'ai ainsi mis en évidence une dimamutle la prolifération cellulaire en présence
de NPs de Ti@ Les cellules exposées au Fi@odifié présentent aussi une diminution de la
prolifération mais 2 fois moindre gqu’en présences denoparticules d'origine. Cette
différence n’est pas fonction du fluorophore uélet souligne donka relation entre état de
surface et toxicité des nanoparticules.

(iv) Mort cellulaire . La diminution de la prolifération pouvait étrepatée a I'apparition de
mort cellulaire des cellules exposées aux NPs de,.Td'ai réalisé des marquages a
'Annexine V (marqueur précoce de l'apoptose), diwe de Propidium (marqueur de
nécrose), Caspase-3 clivée (marqueur tardif deoptgse). Ces études n'ont pas révélé de
différence entre les cellules contrbles et lesutedl exposées au TiOLa diminution de
prolifération cellulaire n'est donc pas due a ungraentation de la mort cellulaire, ni par
apoptose, ni par nécrose.

(v) Altération de I'homéostasie ionique Des analyses par microfaisceau d’ions ont été
réalisées afin de déterminer si la composition daum® €lémentaire des cellules variait
lorsqu’elles étaient cultivées en présence de.Ti@nalyse quantitative a I'échelle cellulaire
ne révéle pas de modifications majeures dans Hkihidison et la composition chimique
élémentaire pour la plupart des espéces chimiquediéés (Na, Mg, P, S, Cl, K...).
L’internalisation du TiQ a pu étre estimée. Ainsi, j'ai pu montrer queatéte surface des
nanoparticules ne modifie en rien leur internaiisatcellulaire. La différence de toxicité
biologique des nanoparticules ne peut donc étrégesge par une différence d’'internalisation
(dose) mais plutét par une modification de leut & surface. Il est de plus intéressant de
souligner qu‘indépendamment de leur concentratimoys observons unaugmentation
significative de la concentration en calciumintracellulaire. L’'augmentation de calcium
intracellulaire est donc associée a I'état de serfies nanoparticules et également associée au
niveau de prolifération cellulaire, c’est-a-dire miveau de toxicité des nanoparticules.

(vi) Calcium intracellulaire et différenciation kératinocytaire. Il est tres bien défini et
décrit qu'une augmentation de calcium intracelhglaiinduit la différenciation des
kératinocytes et entraine une modification du aytesette d’actingrillai, 1990)

Afin de vérifier I'induction de la différenciatiodans les kératinocytes exposés a des NPs, j'ai
etudié I'expression de linvolucrine, protéine erxpee essentiellement dans les couches

épineuse et granuleuse de I'épiderme et utiliséeno® marqueur d’expression tardif de la
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différenciation des kératinocytes. J'ai ainsi puttneeen évidencéinduction précoce de la

différenciation des cellules exposées aux NPs.

De plus, dans les cellules exposées a des naroyesti le réseau d’'actine est tres
significativement modifié avec une organisation p@phérique dans les cellules Cette
organisation dite «en nid d'abeille » est typigd@ne réorganisation induite par une
augmentation du calcium intracellulai(gamansky, 1991) Ces observations montrent que
laugmentation de la concentration calcique intlat@re s’accompagne de conséquences
cellulaires significatives (différenciation) et oEmt compte de la toxicité de ces

nanoparticules.

Enfin, ces données montrent une relation entreitéxdes nanoparticules et ’lhoméostasie du
calcium intracellulaire, relation qui a déja étermté pour d’autres types de nanoparticules sur
d’autres types cellulaires.

Ces données soulignent donc I'importance de I'h@tasie ionique comme voie métabolique

potentiellement altérée en réponse a des expcosidiales nanomatériaux.

L’ensemble des résultats est résumé dans I'adiglsuit, soumis a publication.
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Abstract

Deciphering the molecular basis of toxicology meubiaa induced by nanoparticles (NPs)
remains an essential challenge. In that purpose, hawe successfully designed and
synthesized fluorescent dye-modified FHRPs to not only detect and precisely quantify
TiO,-NPs but also track them vivo. Combining three convergent high resolution imggin
techniques (Transmission Electron Microscopy, CoalfdMicroscopy, lon Beam Analysis),
we provide both functional and quantitative resoltsthe biological effects of both bare and
fluorescent dye-modified TiINPs on keratinocytes. We evidence that the inteatéon of
TiO,-NPs altered the calcium homeostasis, a key celioig inducing marked changes in the
cell fate with a decrease in cell proliferation rassociated to cell death but to an early
keratinocyte differentiation. Additionally, our @datlearly establish the relation between the
state surface of the TENPs and cytotoxicity and emphasize the importasfcine calcium

homeostasis alteration, as a common metabolic nsgpo the presence of nanomaterials.
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Introduction

The explosive growth in nanotechnology which refershe study and design of systems at
the scale of the atom, or the nanoscale, and bioeagng fields has led to a large number of
new nanomaterials in order to create unique deviegl novel targeted physical and
chemical functional properties (Sounderya et aD&Murr 2006; Hilt and Peppas 2005;
Stevens and George 2005; Sharma et al. 2006). dndemoscale bioengineering focuses on
the development of a fundamental understandingaab+biostructures and processes, nano-
biotechnology and techniques for a broad rangeppli@tions in biomaterials, biosystem
based electronics and health (Freitas 2005; Sudl. é2009). Materials and systems at the
nanoscale operate to perform the vital functiompiired by living organisms, it is therefore
logical that scientists are attempting to undexstand mimic Nature's accomplishments. For
such purposes, the use of nanopatrticles is crueit, sizes ranging from 1 to 100 nm, they
approach that of proteins, DNA and other biologispécies and can then be used in bio-
applications such as therapeutics (Silva 2008;d And Borm 2008), anti-microbial agents
(Rai et al. 2009; Li et al. 2008-a), transfectioectors (Slowing et al. 2008; Kumar et al.
2004), and fluorescent labeling (Wang et al. 2006¢ller and Fritzsche 2006). However, the
risks for adverse health effects due to prolongedreapetitive exposures at various
concentration levels in humans have not yet beearlgl established and results are scarce
(Donaldson and Seaton 2007; Buzea et al. 200fadtbeen notified by different public and
governments’ worldwide authorities that the curner@thods for chemical safety assessments
had to be modified and reevaluated to address dhgcyplar characteristics of nanoparticles
and more especially to assess the biological effeicthese highly reactive materials (Linkov
et al. 2009). In particular, the behavior of nantipkes inside living cells is still an enigma,

and no metabolic responses induced by these garidck understood so far. Nanotoxicology
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(Brayner 2008; Oberdorster et al. 2005) takes up ¢hallenge to decipher the molecular
events that regulate bioaccumulation and toxicityanoparticles.

Titanium dioxide (TiQ) is a natural mineral found primarily in rutilejatase, and brookite
forms. It is widely used in cosmetics (Nohynek let2808),water treatment (Li et al. 2008),
and pigment industries (Sahu et al. 2006).ANP’s were previously classified as biologically
inert, but after such widespread use, their paaériti penetrate skin (dermal penetration),
gastrointestinal tract (ingestion), respiratorytr@nhalation) and blood circulation (injection)
suggests that TiENPs could induce an exposure risk to humans (I2RG6). Numerous
vitro studies have reported toxicity in various cellaypvith different observations (Federici
et al. 2007; Lai et al. 2008; Li et al 2008-b, Ramet al. 2002; Kiss et al. 2008). As many
nanomaterials, TiIONPs have been shown to localize within the cdM®Iétti et al. 1999;
Osano et al. 2003; Geiser et al. 2005). The tomgiohl alarm can be explained by the
multiple properties of nanoparticles, such as smsale, large specific surface area, and
generation of free radicals. TiDIPs can cause inflammation (Sayes et al. 2006aldson
et al. 2001), fibrosis, pulmonary damage (Warheital. 2006), and even DNA damage
(Rahman et al. 2002). Eventually, the productionredctive oxygen species (Long et al.
2007; Park et al. 2008; Xia et al. 2006), photogexio potential and genotoxicity (Wang et
al. 2007; Vevers and Jha 2008) have also beentegpior different cell systems. Up to now, it
has been very difficult to detect, track, and welyi quantify TiQ-NPs (with high resolution
microscopy) in cell cultures, simultaneously with proteinsdbeation, specific sub-cellular
compartments as well as metabolic pathways. In fh[ger, we propose to validate a new
imaging methodology that allowis vitro studies, combining technologies for on the one
hand, the detection, tracking, and quantificatibi®,-NPs and on the other one, the use of
indicators for ion homeostasis, cell metabolism¢ell fate. This work presents the results of

the in vitro biological effects of fluorescent-dye modified Bi8Ps analyzed with three
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different convergent techniques: transmission eectnicroscopy, ion beam analysis, and
confocal microscopy.

For this purpose, we used cultured human skin ¢etlsmary human foreskin keratinocytes -
PHFK), as anin vitro model for epidermal toxicity and various concetitras of bare or
chemically modified Ti@-NPs homogeneous suspensions. Following the natidpar
uptake, a comprehensive study of their cytotoxfea$ was performed to determine their
cytotoxic potential and threshold. The choice & Keratinocyte cells is due to the fact that
they are potential targets after skin exposure xtogenous nanoparticles (cell culture
monolayer is exposed to homogeneous suspensioRONPs sonicated in serum-free cell
culture medium). The Ti@NPs considered here are commercially availablesiaad P25
from Degussa (30 nm in size). This material is ated, photo-active and consists in a
mixture of anatase (80%) and rutile (20%) phasesguSsa P25 is a widely distributed
material used in water treatment, self-cleaningdeims, and anti-microbial coatings and
paints and should not be confused with the nongawive nanomaterial currently used in

sun blocks and cosmetics.
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Material and Methods

Nanoparticles
TiO,-P25, 80% anatase and 20% rutile was obtained f@egussa AG (Dusseldorf,
Germany). Specific surface area by BET 5% particles diameter between 25 nm and 35

nm.

Synthesis of fluorescent dye-modified ;FNBP

0.6 g of TiIQ-NPs (TiQ-P25, Degussa) were dispersed in 50 mL of a s@lubioethanol
containing 3 mL of ammonium hydroxide. 100 pL (6ue@lents) of aminopropyl
triethoxysilanewere added to the mixture. The suspension wagdtiar 48 hours in a water
bath at room temperature (RT) and 2 hours at 108%@r five cycles of washing using
ethanol and centrifugation (8000 g, 10 min), th&dweal powder of amino-doped TiMIPs
was dispersed in 30 mL of a 0.01 M carbonate/baaate buffer (NgCOs, pH 10.7). 0.007 g
of TRITC or 0.005 g of FITC were added, respectivélhe suspension was stirred at room
temperature for 48 h. The excess of unreacted THMC was removed by five cycles of
centrifugation (8000 g, 10 min) —dispersion in ailppure water (5 min of sonication in a
continuous mode). The TRITC-THINPs and FITC-Ti@NPs were dried for 24 hours in a

vacuum at 40°C.

Fluorescent dye-modified T¥NPs suspension

Suspensions of fluorescent dye-modified FNXIPs and corresponding native T#8Ps were
prepared in Keratinocyte-SFM medium (Invitrogen)aafinal concentration of 0.1 and 1
mgmL™. Nanomaterials were dispersed by sonication ausifig a continuous mode, 3 x 5

min. These suspensions were sterilized by autaaieand will be called “stock suspensions”.
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For cell exposure, these stock suspensions weungedilat the appropriate concentration in
culture medium in order to obtain exposure suspassof final concentrations ranging from
0.2, 2 to 20 pgceih As TiO, nanoparticles in suspension in culture medium terdkposit on
cell dish, it is well admitted to consider a corication per surface area of culture instead of a
concentration per volume of culture medium. Conegion per surface allows a better
reproducibility between experiments independenttymf the cell culture dish used. These

suspensions were passed on a needle (28G, Termohgpaicated 3 times 5 min at RT.

Characterization of fluorescent dye-modified FNPs suspensions

TEM was performed at RT on a JEOL JEM-2000 FX traission electron microscope, using
an accelerating voltage of 200 kV. Diffuse reflecta Infrared Fourier Transform (DRIFT)
characterizations were performed using a Bruker Hg8inox 55FTIR spectrometer (signal
averaging 64 scans at a resolution of 4'cim KBr pellets containing ca. 2 mass % of
material). X-ray photoelectron spectra (XPS) webtamed using a VG 220i-XL Escalab
spectrometer, employing non-monochromatized Mgiurce (h = 1253.6 eV). The X-ray
gun was operated at 10 kV and 20 mA (pressuré: H4Y). Powdered samples were pressed
onto small indium foils and survey spectra obtaiirethe constant pass energy mode of 150
eV. The Cls contamination line (BE = 284.6 eV) waed to calibrate all binding energy

values.

Cell culture
PHFK cells, derived from normal human tissue, wabpéined from Invitrogen. They were
grown in Defined Keratinocyte-SFM supplemented viti® pgmc* penicillin/streptomycin.

They were maintained at 37°C in a 5% (v/v) L&mosphere and passed at 80% of
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confluence. Exposures to fluorescent dye-modifigdhb-INPs and corresponding native BO

NPs, respectively, were done on sub-confluent cells

Measurement of cell population doublings

PHFK cells were seeded in 6-well plates at a dersitl0 000 cells/well. After 24 h of
culture, cells were exposed to 2 mL of fresh medisaopplemented with exposure
suspensions containing bared FHOPs, TRITC-TiQ-NPs and FITC-Ti@NPs, respectively,
at final concentrations of 0.2, 2 or 20 pgtnEvery 24 hours, cells were collected using
trypsin-EDTA (0.25%) and resuspended in anothetucailmedium for counting using a

Malassez cell.

Cell preparation for transmission electron micropgTEM)

Cells grown on 8-well Labtek 1l (Nunc) were exposkding 24 h to bare or fluorescent dye-
modified TiO-NPs. These treatments result in exposure of thareumonolayers to 0.2 and
2 ugcent respectively. Cells were chemically fixed in 2.8fataraldehyde. After rinsing the
samples twice with 0.1M sodium phosphate buffer fp#Hand 5 min for each rinsing), post-
fixation was performed for 1h30 at RT using a 1%tmiosn tetroxide solution in 0.1 M PBS at
pH 7.4. After two 5 min additional rinsing stepstire same type of buffer, dehydration was
carried out in an ethanol series at RT. Then tleeigpens were immersed twice in propylene
oxide before embedding them in a mixture (1:1) afpylene oxide and Epon 812 for 2 h,
then in pure Epon overnight and then in pure fi&sbn for 4 h. Polymerization took place at
60°C for 48h. Ultra-thin (50-100 nm) sections wew from the embedded samples using an
ultramicrotome (Leica) equipped with a 35° diamokwife (Diatome). Sections were

collected on copper grids (Delta microscopie), ¢erstained with lead citrate and uranyl
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acetate, and were investigated in a transmissggtreh microscope (H7650, HITACHI) with

an 80 kV acceleration voltage.

Membrane permeability to propidium iodide (PI)

Cell number, concentrations, and culture conditiovexe similar for all the performed
analyses. After exposure to TiHDPs, TRITC-TiQ-NPs or FITC-TiQ-NPs, cells were
stained with Pl and HoecH&t**for 15 min and then cells/samples were analyze&-@&5

nm and 405 nm, respectively). Each experiment epsated at least 3 times.

Cell preparation for immunodetection

Cells grown on glass slides were exposed during & fluorescent dye-modified TENPsS
(0.2, 2 pgerif). Cells were fixed with 2% (w/v) paraformaldehyidePBS (pH 7.4) for 15 min
at 4°C followed by permeabilization with 0.5% (v/Witon X-100 in PBS for 15 min. They
were then pre-incubated with 1% (w/v) BSA in PBE30 min to block non specific staining.
Annexin-V staining Annexin-V staining was performed to differentiatgoptosis from
necrotic cell death. The staining was carried sutnanufacturer’s instruction. Analyses were
performed by serial acquisition using epifluoressemmicroscopy and ImageJ analysis
software cell countingActin reorganization studiedAfter repeated washings with PBS, F-
actin was labeled with tagged AlexaFRiémphalloidin (Molecular Probes). Slides were
mounted and visualized on Leica DMRE TCS SP2 AOBSfaral microscopelnvolucrin
detection.After fixation and permeabilization, ceNgere incubated with mouse monoclonal
anti-involucrin antibody (SY5 clone, Santa Cruz xhnology) and with goat anti-mouse
AF*®8antibody. Slides were mounted and visualized oricmah microscopeGolgi apparatus
immunodetectianin Golgi colocalization experiments, exposed ce&lisre incubated with

anti-human golgin-97 mouse monoclonal antibody @dalar Probes) and with goat anti-
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mouse IgG conjugated to AlexaFIi8t or AlexaFluor® antibody, depending on the
fluorescent-dye modified TIE&NPs used. Slides were mounted and visualized ofocal

microscope.

Image Acquisition with Confocal Laser Scanning Mgaopy

Three-dimensional images were acquired with a LEMSRE TCS SP2 AOBS confocal
microscope (oil-immersion objective x 63, 1.4 NAgsembled, and reconstructed using the
Leica Confocal software. During z-acquisition, datare recorded in up to three channels
simultaneously and stacks of horizontal slices weodlected automatically using an
optimized z-step (around 0.240 um). Sets of 5@t slices were recorded per z-stack to map
the entire cellular volume. Image acquisition (5322 pixels, 8 bits) under well-defined
criteria is essential for error-free and subseqoépctive analysis. Confocal Laser Scanning
imaging allows evaluation of the 3-dimensions dsition of cellular volume with improved
spatial resolution compared to epifluorescencei@aofy microscopy. We applied confocal
scanning to map the 3-dimensions of cellular volume several 2D images (z-Stack). Image

stacks were stored as Tiff files and transferrea RC running on Microsoft Windows XP.

Cell preparation for lon Beam microanalysis (IBA)

Cells were cultured directly onto ion beam micrdosample holders as adapted from
previous studies (Carmona et al. 2008). Briefl{isogere directly grown at 60 % confluence
on 2-um-thick polycarbonate foil for 24 hours infided keratinocyte medium, and then
exposed to fluorescent dye-modified FiBPs and bare Ti&NPs for 24 h at different
concentrations (0.2, 2 or 20 pgémControl cells were prepared similarly with naléibn of
TiO,-NPs. Cells were rinsed twice in defined keratiriecynedium, rinsed in phosphate

buffered saline (PBS without CaAnd Mg?), and very briefly rinsed in ultrapure water to
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remove excess of extracellular salts from PBS. Iineells were cryofixed at -160°C into
liquid nitrogen chilled isopentane, and freeze-dlia -35°C for 96 h. For elemental mapping
and analysis, different scanning nuclear microprigobniques were carried out on samples:
PIXE and RBS. These analytical techniques providé thigh resolution morphological
imaging and precise quantitative data concernimgetflemental chemical composition, their

spatial distribution and concentration.

lon beam microanalysis (IBA)

Quantitative chemical element imaging was carried at the microprobe beamline of
AIFIRA facility using the two complementary ion bmaanalytical techniques: PIXE and
RBS. AIFIRA facility involves a 3.5 MV HVEE Singlein particle accelerator. Briefly,
freeze-dried cells were analyzed using the CENB@ean microprobe. A 1.5 MeV proton
microbeam (focused down to a diameter of abowtnZor PIXE and RBS) was scanned over
areas of interest by means of a fast electrossadnining system. Measurements on narrow
areas containing a limited number of cells (usudllyo 10) were performed. This spatial
resolution enabled to discriminate the cytosol andlear areas of the cells. The acquisition
time and the scan sizes ranged respectively frem12 hours and from 60 x 60 to 150 x 150
um?. In the case of PIXE and RBS, typical beam cusrémtthe range of 50-150 pA were
used. Induced X-rays emitted from light ions présenthe sample (from Na to Ca) were
collected by a high-resolution Si(Li) solid-statetector (Oxford Instruments, 145-eV energy
resolution) positioned at 135°. Simultaneously,ksaattered protons were detected at —135°
by a silicon detector (Canberra, partially depletiedector, 25 mf) 12 KeV resolution).
PIXE and RBS were carried out simultaneously tewheine both the elemental content and
the organic mass (carbon, oxygen, and nitrogecglbfpopulations. Quantitative results were

expressed in terms of normalized concentratipgst dry weight).
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Data reduction

To provide elemental maps, 128 x 128 pixels matrigere calculated from PIXE and RBS
measurements. A simple energy windowing was usesklect the X-ray lines and construct
yield maps from events stored in the list filest #ee extraction of quantitative results, X-rays
(PIXE) and particles energy spectra (RBS) wereinbthfrom the regions of interest. This

operation was carried out using the SupaVISIO sa#w(Biopixe web site 2004). X-ray

spectra were fitted using the Gupix software (Maketal. 1989) and the RBS spectra were

treated using the SIMNRA software
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Results

Design and synthesis of fluorescent-dye modified @p-NPs

Our experiments were designed to obtain fluoresdgetmodified nanoparticles choosing
commonly used molecules in biology such as Fluaiestsothiocyanate (FITC) and Tetra-
Methyl-Rhodamine-Isothiocyanate (TRITC). The desigsynthesis, and chemical
characterizations of these fluorescent dye-modifigd,-NPs (FITC-TiQ-NPs and TRITC-
TiO,-NPs, respectively) are detailed in the Material Bethods Section. Briefly, this surface
modification was realized in two major steps. Tlhmstfstep consists in the grafting of
aminopropyl triethoxysilane on bare Ti(P25 from Degussa). The second step allowed the
grafting of the fluorescent-dye (FITC or TRITC) aminopropyl triethoxysilane which plays
the role of a link between T¥NPs and fluorescent-dye. DRIFT and XPS data cowftt the

chemical modification of the NPs.

TiO,-NPs decreased the keratinocyte proliferation

Viability assays are essential in toxicology beeatiey may explain the cellular response to
a toxic agent. They also give information on cedlath, survival, as well as metabolic
activities. To perform these tests, cells havegoraintained in culture for several days. Thus,
it was necessary to obtain nanomaterials with ptagsesuitable for cell culture, routine
microscopy, and high resolution microscopy and catibfe with classical biological markers
such as fluorescent-labeled antibodies or fluorgsaedicators. The cell proliferation in
response to different concentrations of either lardluorescent TIQNPs present in the
culture media was evaluated by a cell populatiambting assay. In a first step, we focused on

cell proliferation response to bare B#NPs. Figure 1la presents an average growth curve of
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PHFK in culture medium with incubation time (onesight days) for different doses of native
TiO,-NPs. [Insert Figure 1 about here]

Whatever the TiI@NPs concentrations are, the cell proliferatiobasically the same, for the
four first days. Dramatic changes occurred on thile lay and as the concentration of FHO
NPs increased, the cell proliferation after 8 dafyscubation was seriously altered in a dose-
dependent way. In comparison with the control pefpulation, cells exposed for 8 days to 0.2
pgem? TiO,-NPs showed a proliferation decrease of 13 % wisethase exposed to 20
ngem? TiO,-NPs exhibited a proliferation decrease as higl®9396. In a second step, we
undertook a cell population doubling assay witlofescent-dye modified TEENPs in order

to determine their impact on the cell proliferatgiatus (Figure 1b).

Figure 1bshows that whatever the surface state of the namdpa, the TiQ-NPs treatment
induced a dose-dependent decrease cell proliferakwen if the fluorescent dye-modified
TiO,-NPs follow the same trends, they however, seebetmuch less aggressive than native
nanoparticles (with a cell population twice as haghin the case of native TA4DIPs)

In order to determine (i) if there is a differennethe cellular uptake and localization (ii) the
presence or not of specific cell death charactesisPHFK cells were exposed to different
doses of Ti@NPs, FITC-TiQ-NPs, and TRITC-Ti@NPs and studied in details after a
prolonged incubation period of 8 days.

After the uptake of the initially well-dispersedudirescent dye-modified nanoparticles in
PHFK, the aim was first to examine their speci@cdlization in the different compartments
of the cell and the relationship with cytotoxic exffs. PHFK were cultured with the three
different kinds of nanoparticles, TiNPs, FITC-TiQ-NPs and TRITC-Ti@NPs,

respectively.

Internalization and intracellular distribution ofi®>-NPs
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Cell imaging was performed after 24 h, using phams#rast microscopy. Interestingly, most
of the TiG-NPs were detected as dark and dense depositsymaggregating in/on the

keratinocytes with a specific pattern suggestipg@anuclear distribution. These observations
did not show marked morphological changes, whiehthe first and most readily noticeable
effects following exposure of cells to toxic masdsi indicating the keratinocytes were still
healthy. Ultra-thin sections of fixed keratinocytesre analyzed by Transmission Electron

Microscopy (TEM) as illustrated in Figure 2. [InsErgure 2 about here]

A common result is that the different kinds of 7iRPs displayed the same ability to enter
the cell and to locate in the perinuclear regiatependently of their surface state. Figure 2
illustrates this bio-distribution of th&O,-NPs in keratinocytes treated with 2 pgcrof
TiO,-NPs and FITC-Ti@NPs. Untreated cells showed no abnormalities (€idla, Figure
2c), whereas exposed cells showed both bare-Nigs (Figure 2e, Figure 2g) and FITC-
TiO,-NPs (Figure 2b, Figure 2d, Figure 2f, Figure 2hyragates near the cell nucleus, both
free in the cytoplasm (Figure 2d-h) and inside alesi (Figure 2g). Generally speaking, the
TiO,-NPs were found to concentrate mainly in a punedigberinuclear region in the
cytoplasm in the close vicinity of the nuclear meante. No nuclear penetration was observed
neither with the modified nor the unmodified BPs. It is interesting to note that the
vesicles which contain the nanoparticles (arrowFigure 2g) as well as the nanoparticle
aggregates free in the cytoplasm, (arrows in Fi@ueFigure 2h) are both lodged in nuclear
invaginations. These invaginations of the nucleamfrane were never found in unexposed
cells. We also observed cytoplasmic vesicles wiiiCFTiO,-NPs (Figure 2d) near the cell
membrane, suggesting that nanoparticles could &meecells through endocytosis. It should
be mentioned that no T¥NPs were found inside the cytoplasm organellesthat neither

mitochondria nor endoplasmic reticulum observeeither control or exposed cells showed
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any evident signs of alterations. We did not obseamy influence of the particle surface

functionalization on the uptake, the localizatiand the sub-cellular disorganization.

TiO,-NPs co-localized with Golgi apparatus

Since the TEM results revealed that the differand& of TiG-NPs (modified or not) were
localized in a punctuated perinuclear region in diplasm we checked if this perinuclear
distribution pattern could also be that of the Gapgparatus. We therefore performed co-
localization studies using both these fluorescemt-dhodified TiQ-NPs and antibodies
recognizing a specific protein that serves as akemafor the Golgi apparatus (Figure 3).
[Insert figure 3 about here]

PHFK cells were exposed for 24 h in the same aailtnedium with FITC-Ti@Q-NPs (green)
at a final concentration of 2 pg&nthen fixed, and treated for immunofluorescenceh wi
Propidium lodide (Pl) and Hoecf&"? High resolution confocal images of these
paraformaldehyde-fixed PHFK exposed to fluoresclymt-modified TiQ-NPs are shown in
Figures 3a-c. The specific localization of the FHTIO,-NPs in the perinuclear region close
to the nuclear membrane shows that the differentopol procedures do not alter the sub-
cellular distribution of the Ti@NPs. Confocal microscopy highlighted the fact that
keratinocytes internalize and concentrate the #soent-dye modified Ti&ONPs. These
nanoparticles co-localize with a peripheral membéramnotein localized on the cytoplasmic
face of the Golgi apparatus, called Golgin-97 (FegBd) (Griffith et al. 1997). 3D
reconstructions (Figure 3e and f) allow us to defmore precisely the co-localization sites
between the Golgin-97 and the TRITC-FPs. This observation suggests that the,TiO
NPs toxicity could result in biological responselstioe cell involving Golgi apparatus

functions.
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TiO,-NPs did not induce cell death in keratinocytes

In order to assess the presence, extent and maghdl oieath potentially induced by the TO
NPs, the cell viability was tested by a series afrascopic observations using markers such
as Pl, Hoechdt**? specific labeling targeted towards Annexin-V be tcleaved Caspase-
3/CPP-32 (Aspl75). The PI exclusion test is basethe ability of this cationic dye to enter
the cells only if the cellular membrane is permeai damaged, then indicating apoptosis or
necrosis. Complete absence of Pl from cells evésr g@irolonged incubation time and in
presence of increased doses of JMNPs in the cytoplasm indicated no alteration af th
membrane permeability (data not shown). Hoécf{éstaining by contrast allows the precise
definition of the nature and status of chromatinlinng cells. No decondensation or
fragmentation illustrating apoptosis was observéidr aexposure to TI@NPs. This is in
agreement with experiments performed to test thevability by evaluating the membrane
integrity using specific apoptotic labeling markexsch as Annexin-V (data not shown). In
addition, immunofluorescence using antibodies tadeagainst the cleaved Caspase-3
revealed no metabolic activity related to apoptosimspase-3 (CPP-32) is a critical
executioner of apoptosis, as it is either partiatytotally responsible for the proteolytic
cleavage of many key proteins. Finally and in agreet with these microscopic observations,
TEM analyses did not reveal the typical compactiad marginalization of chromatin at the
nuclear periphery of exposed cells, which is anartgnt feature of the initial stages of
apoptosis (Figure 2) and no structural differenees wither detected for organelles such as

mitochondria.

TiO,-NPs disturbed intracellular calcium homeostasis
Aiming at providing new data on cell/T¥NPs interactions, we investigated this issue using

ion beam analysis (IBA). IBA is a powerful quanti¥e micro-analytical method for imaging
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elemental distribution in biological specimens (8mmet al. 2009; Moretto et al. 1996),
especially in cells (Carmona et al. 2008). BriefBA is based on two methods called PIXE
(Particle Induced X-Ray Emission) and RBS (Rutherf@ackscattering Spectrometry).
PIXE, based on X-rays emission after the collisoérincident protons with the constitutive
atoms, provides not only the chemical compositidntte sample, but also its two-
dimensional elemental maps. The second method (RBS)nultaneously carried out with
PIXE to measure low-Z elements such as carborggetr, and oxygen. It is thereby possible
to determine the dry mass of organic samples. Thethod is based on the energy
measurements of backscattered protons after elegtision with sample atom nuclei. The
advantages of these two methods are: (i) a rathge sample preparation without fixation
and staining, (ii) a large observable area withdpgon to zoom into the region of interest
(ROI), (iii) the easy quantification of concentrats at a level of sensitivity of a few parts per
million. The distribution of trace elements fromdamm to heavy metals is collected
simultaneously with sub-cellular spatial resolutiemmd high sensitivity. Figure 4 shows 2D
elemental maps of an exposed cell population t0,-NB®s at a concentration of 2 pugém

using PIXE. [Insert Figure 4 about here]

Phosphorus and potassium are constitutive elensémtslls and their spatial repartition helps
to delimitate the cell shape (RO(Figure 4a). Elemental map representative of titiami
shows a more specific and punctuated pattern invibmity of the phosphorus- and
potassium-rich region (Figure 4a), exclusively xpesed cells (at the resolution of the
system, in the order of 2 um). Results consist itwa-dimensional projection of the
volumetric distribution of elements in a whole célsing the combination of PIXE and RBS
spectra, quantitative analysis can be obtaine@&d&oh element, for both control and exposed

cells, and revealed no difference in the compasiéind distribution for elements such as Na,
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Mg, CI, P, K, S (Figure 4b). In addition, no difteice in the intracellular uptake for either
TiO,-NPs or FITC-TiQ-NPs was detected. By contrast, calcium is sigaifily increased in
exposed cells for both TEENPs and FITC-Ti@NPs (Figure 4c). Note that the concentration
of calcium in exposed cells is strongly relatedne nature of TI@NPs used. No significant
amount of calcium was observed in control cell810t/- 0.02 mgd), while an intracellular
calcium signal could be detected in cells exposed tugenf for both fluorescent-dye
modified (0.59 +/- 0.17 mgh and native Ti@NPs (1.19 +/- 0.11 mgy (as illustrated in the
guantitative data shown in Figure 4c). The higlsacellular calcium concentration is found
in cells exposed to the native form of B#Ps. As no additional calcium was used in the
different steps of the experimental procedure, weothesized that the intracellular calcium
found in the exposed keratinocytes came from tHaelk culture medium containing low
calcium concentration (<0.1 mM). The molecular nagbm by which Ti@NPs induced

intracellular calcium uptake is not yet elucidated.

TiO,-NPs induced actin reorganization and keratinoajiféerentiation

Intracellular calcium is a very important signalimgplecule within cells (Clapham 2007). As
it is well-established that a rise in intracellutaicium concentration is associated with actin
reorganization and human keratinocytes differeiotia{Pillai et al. 1990), we investigated
whether these processes were altered or not in-NIE» exposed keratinocytes by looking
both at the actin distribution and at the expreassid involucrin (a component of the
keratinocyte cross-linked envelope). Because aetinganization is among the first responses
stimulated by elevated concentrations of cytoplasmalcium (Zamansky et al. 1991,
Vasioukhin et al. 2000), we compared this actiraargation in keratinocytes before and after
exposure to TINPs. Both control and exposed keratinocytes dysulastress fibers without

peripheral actin reorganization when grown in thens culture conditions after 8 days of
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incubation with TiQ-NPs (Figure 5a). However, it is exclusively in theesence of FITC-
TiO,-NPs, that exposed keratinocytes reorganized #wtin cytoskeleton after intracellular
calcium was raised, forming regular honeycomb padteat the periphery of the cells
containing the nanoparticles (Figure 5b). [Insgtife 5 about here]

In the present study, we also used the involuckpression to determine the status of
differentiation of the different PHFK populationexposed and controls) in culture.
Involucrin, a well established marker of early keracyte differentiation, is expressed in the
spinous and granular layers of the epidermis amohdothe outer portion of the cornified
envelope during the terminal stages of differemrat\Watt and Phil. 1983). As shown in
Figure 5c-d, immunodetection using markers suchim®lucrin revealed an induced
differentiation explaining the decrease cell pestition in absence of cell death, previously
described. The presence of involucrin is highlightssing specific antibody and the whole
cell is stained in green. In addition, using conapiohal methods in routine based on ImageJ
software, the proportion of differentiated cellsshaeen followed over 8 days for control
sample and two types of T3NPs (Figure 5e). The level of induced differendiatis strongly
related to the nature of the of THDPs surface, the bare nanoparticles being the most
efficient (this could be related to the presenca oégative charge and anionic oxygen at their
surface as compared to the modified ones). Iniagdgt we observed in cell population
exposed to TI@@NPs that keratinocyte differentiation is inducedrlier with a higher
involucrin expression than for the control aftear8l 5 days of exposure. After 8 days, there is
much less difference between cells exposed to THIKA;-NPs and control. This could be
explain by the fact that control cell populationavé the highest proliferation rate and,
consequently took less time to reach the confluembeh in turn induced spontaneous
differentiation. Nevertheless, the difference i#l giresent between control cells and cells

exposed to bare T¥NPs, emphasizing the relation between the ,MNPs surface and
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nanotoxicity. Taken together, these data show ttmatTiO,-NPs induce nanocytotoxity by
modifying the cellular homeostasis of key ions sashcalcium with marked changes in the

cell fate.
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Discussion

Deciphering the molecular basis of toxicology meclmism induced by nanoparticles
(NPs) remains an essential challenge. The aim ofishstudy was to investigate the toxicity

of TiO,-NPs and compare it to fluorescent dye-modified TiIQNPs. In this study, we
have successfully designed and synthesized fluorest dye-modified TiO,-NPs choosing
molecules commonly used in biology such as Fluoresa Isothiocyanate (FITC) and
Tetra-Methyl-Rhodamine-Isothiocyanate (TRITC) to deect them, follow them and
track them in vivo.

We evidence that cell exposure to FHOPs induces a clear decrease in cell proliferation
which is related to the exposure dose of nanopestiand to the surface chemistry state of
these TiQ-NPs. One possible explanation of this general -diegeendent decrease in cell
proliferation would be an alteration of the celahility, with the expression of an increased
cell death. These parameters have been tested rarabseence of cell death (apoptosis,
necrosis) has been revealed. Absence of cell dedtbman cells exposed to TA#MIPs has
been previously described by several authors (Wirad, 2007, Koeneman et al. 2009). This
result indicates that another mechanism is involiredhis decrease in cell proliferation.
Nevertheless, as proposed by Kang et al.,-N®s induce ROS generation in lymphocytes,
thereby activating p53-mediated DNA damage checkpmgnals (Kang et al. 2007). But as
we did not observe any indications of cell deatbhsas apoptosis or necrosis even for long
term and high dose exposure (up to 8 days with @enjf), this suggests that T¥ENPs
cytotoxicity could be cell line dependent.

The difference in cytotoxicity between bare anafescent dye-modified TeNPs could be
explained by a difference in cellular uptake linkeda different charge surface chemistry of

the TiO-NPs. After the uptake of the initially well-disped fluorescent dye-modified
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nanoparticles in PHFK, the aim was first to exanthredr specific localization in the different
compartments of the cell and the relationship wittotoxic effects. Surface modifications did
not alter the internalization capabilities of th®OF-NPs as illustrated with the quantitative
analysis that did not reveal difference in thedoéllular content of bare and fluorescent dye
modified TiO-NPs. The bio-distribution in the cell of both fagnof TiO,-NPs was not
impaired. As described by Bhattacharya et al., @ggrated and single particles were found
near the nucleus and surrounded by mitochondria. TM®-NPs were found within the
nucleus or intracellular organelles such as mitadn@a (Bhattacharya et al. 2009). This
demonstrates that the nanoparticle surface didntetfere with the intracellular uptake and
the bio-distribution. By contrast, the cytotoxidests of TiQ-NPs are modulated by the
difference in their surface reactivity state, whareoxy-hydroxy surface of bare THDIPs is

to be compared to an organically modified one mfthorescent particles. Indeed, as shown
by IBA experiments, internalization of T¥#NPs in keratinocytes induces a clear increase in
intracellular calcium concentration, a key cellulan. The concentration of calcium content
in exposed cells is strongly related to the natfr&iO,-NPs used and underlines the link

between Ti@-NPs toxicity and the surface chemistry state.

Many cellular functions are directly or indirecttggulated by the free cytoplasmic calcium
concentration and calcium content must be ventliigiegulated in time, space and amplitude
because cells manage to extract specific informatiom these three parameters (Clapham,
2007). In keratinocytes, an increase in the calcintracellular concentration is known to
induce cell differentiation. In that purpose, wedewce that keratinocytes exposed to zFiO
NPs express differentiation markers such as invwlacearlier than in control keratinocytes.
It is interesting to point out that involucrin mRN#anscription is normally controlled by
cytoplasmic calcium. An increase in this cytoplasmalcium concentration does stimulate

the involucrin RNA synthesis via activation of arPA promoter site inducing marked
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changes in the cell fate with a decrease in celifpration not associated to cell death but to
an early keratinocyte differentiation explaining tbell proliferation decrease in absence of
cell death, previously described.

A clear difference in intracellular calcium increds observed between native and fluorescent
dye-modified TiQ-NPs, which suggest a strong relationship betwdéenparticle surface
modification, the cell proliferation and the inteflalar calcium content i.e.,
nanocytotoxicity. These data clearly demonstrateddrelation between state surface of the
TiO,-NPs and nanocytotoxicity and emphasized the dlelsion between nanocytotoxicity
and calcium homeostasis.

Our observation concerning the intracellular caftiincrease is of great importance in the
perspective of understanding the biological impzchanoparticles on human keratinocytes
since an excess of calcium can be linked to funetialefects in cells like oxidative stress,
inflammation, or cytotoxicity. In addition, intralbdar calcium content heterogeneity have
also been observed in different cell types (mormciitestinal and macrophagell lines)
exposed to different nanomaterials such as carlamotabes, ultrafine carbon particles or
TiO,-NPs (Bussy et al. 2008; Koeneman et al. 2009; Bretval. 2004). An excess in the
calcium signal was detected using indirect and spmantitative methods based on
fluorescent dye imaging or X-ray fluorescence nscapy (UXRF). One of the major
interests of our methodology based on IBA is thauianeous detection, mapping and
guantification of the various chemical specieshatdellular level. Moreover, the observations
of clear changes in the elemental distributionhaf ¢ells exposed to T¥kNPs validate the
sensitivity of IBA for this purpose and confirm theevance of this technique in the field of
nanotoxicology. In combination with TEM and confbeaicroscopy, IBA provided both
functional and quantitative results on the biolagieffects of modified Ti@NPs on living

cells and confirmed the existence of a common noditabbesponse to the presence of
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nanomaterials. In addition, the T#®IPs were shown to localize in the close vicinifyttze
nuclear membrane and partly co-localize with thdgGapparatus. This central cellular
organelle has been described as an important éllnésr calcium pool regulator (Short and
Barr, 2000; Missiaen et al. 2007) and it has alsenbshown that it could play a role in
defense against external agents in keratinocytg@rbgucing specific protein involved in
innate immune system (Behne et al. 2003; Braff.2Q05).

Thus, a potential contribution of keratinocytesctdaneous defense is suggested through the
induction of biological responses to avoid the tleus effects of exogenous nanomaterials.
And it emphasizes the importance of the calcium émstasis alteration, as a common in vivo

metabolic response in the presence of nanomaterials
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Figure 1. Representative growth curve for PHFK cells. (a)niormal culture medium
(control) or with 0.2, 2 and 20 pgémof native TiQ-NPs. (b) in normal culture medium
(control) or with 2 pger of native TiQ-NPs or fluorescent-dye modified TiPs (FITC-

TiO,-NPs and TRITC-Ti@NPs, respectively). The error bars in (a) andr@present mean

values +/- standard deviation of 3 independent ex@ats.
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Figure 2

Figure 2. TEM images of ultra-thin sections of PHFK cella) Untreated PHFK cell. (b)
PHFK cell treated with 2 ugcmFITC-TiO-NPs. Nanoparticle aggregates located in the
perinuclear region in the close vicinity of the lmar membrane are clearly seen (white
arrow). (c) Details of the perinuclear region of amreated PHFK cell. (d) Details of the
perinuclear region of a PHFK cell exposed to FITIONPs. (e) PHFK cells treated with 2

ngem? of TiO,-NPs, showing unsequestered nanoparticles frdeeinyttoplasm. (f, h) Details
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of the perinuclear region of a PHFK cell exposed RIGC-TiO,-NPs, showing both
unsequestered nanoparticles free in the cytoplasmed as the deformation of the nuclear
volume. (g) PHFK cells treated with TiDIPs for 24 h magnifying the deformation of the

nuclear volume already observed in (b), and showi@g-NPs inside a vesicle (white arrow).
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Figure 3

Figure 3. High resolution confocal images and 3D-reconseudidinages using the Amira
software of paraformaldehyde-fixed PHFK cells exgabso fluorescent-dye modified TiO
NPs. (a, b, ¢c) PHFK cells were treated for 24 hhwHTC-TiO-NPs (green) at a final
concentration of 2 pgcmand were fixed, treated for immunofluorescencé \Rit (cytoplasm
and nucleolus, red) and Hoech&¥ (nucleus, blue). (a) FITC-TiENPs (green) are
specifically localized in the perinuclear regiortle close vicinity of the nucleus. (b, c) Detail
of the 3D-reconstructed image. Deformations ofrthelear volume are indicated by the white
arrow. (d, e, f) PHFK cells stained with HoedR¥t (nucleus, blue) and exposed to 2 pgcm
TRITC-TiO,-NPs (red) for 24 h were then fixed and stainedwittibody targeted against
the anti-Human Golgin-97 (green). (f) Co-localipatibetween TRITC-Ti@NPs (red) and

Golgi apparatus (green) is indicated with white@es.Bar: 10 um.
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Figure 4
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Figure 4. PHFK elemental composition and distribution magtedmined by ion beam
analysis after exposure to 2 pgemiO,-NPs. Phosphorus (al), potassium (a2) and titanium
(a3) maps obtained by PIXE analysis (image sizex 83 pnf). The region of interest (ROI)
selected for mapping and quantification are detedy black line (a4). The gray scale
increases from low to high concentrations from wlhit black. (b) Quantitative analysis of the

elemental composition (from Na to Ti). (c) Quariiita representation of the intracellular
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calcium content. Difference was observed betwedls egposed 24 h to 2 pugémof FITC-

TiO2-NPs or bare Ti@NPs and control. (*, p<0.05, Student Test)
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Figure 5
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Figure 5. Actin reorganization and keratinocyte differentat (i) PHFK in (a) normal
culture medium (control) or (b) exposed 8 days \itligcn¥ FITC-TiO,-NPs. Keratinocytes
were stained for actin using labeled phalloidind(reetails in Experimental section). (a)
Control cells displayed stress fibers without peeial actin reorganization when grown in
normal medium (low-calcium). (b) Actin in exposeel&tinocytes formed regular honeycomb
patterns at the internal periphery of each celggesting an increase of the intracellular
calcium concentration. The specific intracellulastabution of FITC-TIQ-NPs is easily

detected (green dots). (i) PHFK in normal cultoredium exposed for 8 days with 2 pgem
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of TRITC-TiO.-NPs (red dots). Involucrin expression in theseesas used to determine the
status of differentiation of the different keratoyte populations. (c, d) Confocal images of
differentiated keratinocyte positive for involucrimmunodetection. The differentiated
keratinocyte expressing involucrin are stainedreeg. (e) Using computational methods in
routine based on ImageJ software, the number otiy®<ells for involucrin expression
(green) was determined after 3, 5 and 8 days obsxe with TRITC-TiQ-NPs or native

TiO,-NPs.Bar, 10 pm.
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CONCLUSION-DISCUSSION
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La définition des mécanismes intrinseques impliqleass la fonction barriére cutanée restent
encore mal définis a I'heure actuelle. Les dysfiomst de cette fonction barriere peuvent
conduire a des pathologies souvent incurables tEmtconséquences et les mécanismes
physiopathologiques restent a démontrer.

Au cours de mon travail de these, jai participédgéweloppement et a la validation d’'un
modéle de peawex vivoafin d’étudier et de définir le rdle de certains @rameétres dans
I’'hnoméostasie de la fonction barriére.

En collaboration avec I'Institut de Recherche Piere Fabre, jai ainsi participé a la
caractérisation d’un modéle de peau d’oreille de pg maintenu en survie. Différentes
conditions expérimentales ont été testéeafin d’'établir leur impact et les conséquences
induites sur les compositions chimiques élémergaifan explant de peau d'oreille de porc
maintenu en survie. Dans ce contexte, jai applidas techniques d’analyse par faisceaux
d’ions. Cetoutil d’analyse autorise I'étude d’un tissu dans so intégralité, le suivi de
molécules d'intéréts au sein de ces mémes tissumaftobtenir des données qualitatives

et quantitatives sur les aspects structuraux et farionnels du tissu considére.

J'ai réalisé des cartographies des distributiongf8btenu dedonnées quantitatives sur la
composition chimique élémentaire d’un tissu biologjue d’intérét. Ainsi, au cours de ma
thése, j'ai mis en ceuvre des protocoles de prépardtéchantillons spécifigues combinant
des techniques de culture cellulaire, de dermo-étigoe, de biologie cellulaire, de physique

et de chimie.

1. En collaboration avec I'Institut de Rechercheri@ Fabre, jai étudié deux aspec($
I’lhoméostasie ionique dans des conditions défini¢geemps, milieu de culture), (ii) puis a
partir de ces conditions expérimentales, des méthed d'altération de la fonction
barriére ont été appliquées afin de définir précisient I'impact de ces différents stress
sur I'hnoméostasie ionique de I'épidermeAinsi, j'ai pu précisément définir par comparaison
I'effet d’'une exposition au Sodium Dodécyl Sulfat aux ultraviolets sur la distribution
ionique de la peau d’oreille de porc maintenuelgwis.

Ces trois années d’études m’ont permis de préetsge souligner I'intérét de ce modele pour
I'étude de la fonction barriere cutanée mais apsesir de futures applications en recherche
dermo-cosmétique. Mes travaux m’ont également pgeduipréciser le mode de pénétration
transcutanée du SDS en fonction de la topologsellagre. Cette pénétration transcutanée de

SDS s’accompagne de modifications précises et fapées de I'homéostasie ionique
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(distribution, quantification). Cette étude permégalement de souligner une voie

préférentielle de pénétration transcutanée (fdéiqileux).

Définir le comportement d’explants de peau maintean survie suite a une exposition aux
rayonnements ultraviolets est aussi un point egsdebians ce sens, un protocole d’exposition
aux rayonnements ultraviolets a été défini et conpuer le traitement SDS, nous nous
sommes attachés a définir les réponses histologigiiebiochimiques induites dans les
explants de peau d'oreille de porc. Mes donnéestrerminque 24 heures aprés exposition a
des doses significatives de rayonnements ultragioles explants de peau d’oreille de porc
présentent des dommages spécifiques et localiss@uche basale (ADN endommagé) et
gue des voies d’activation spécifique sont induitasmme I'apoptose. De plus, I’homéostasie
ionique est significativement altérée dans les beswivantes des peaux irradiées apres 24
heures d’exposition. Il serait donc intéressansulere le comportement de ces explants a des
temps de réponses plus longs. Il semble également’@paisseur, la présence ou non de
couche cornée ne protégent pas contre les effEtedes des rayonnements ultraviolets.

En paralléle, nos techniques d'analyses ont étdicauges al'étude de la pénétration
transcutanée de composés dermo-cosmétiques, tel gles oxydes d’aluminium Cette
étude réalisée a partir d’expérience de diffusianspve appliquée a des peaux d'oreille de
porc a été réalisée en collaboration avec I'Instile Recherche Pierre Fabre. Ainsi,
différentes formulations cosmétiques contenantogdes d’aluminium ont été appliquées et
testées. Mes résultats ont permis notamment deidéfiantitativement la répartition et la
distribution des différentes formulations d’oxyd#aluminium sur et dans les peaux. Notre
analyse par microfaisceau d’ions n’'a pas révéjgrégence d’aluminium dans les différentes

couches « vivantes » des peaux de porc exposeées.

Il est important de souligner que cette étude anfgede montrer le rdle de I'épaisseur de la
couche cornée dans l'effet protecteur lors d’unposition a un agent chimique tel que le

SDS. Nos données soulignent aussi I'importance gehétration de cet agent chimique par
la voie transannexielle. Ces données suggerentagiomces deux parametres doivent étre pris
en compte dans le cadre d’études concernant larpéog transcutanée d’agents exogenes.
En particulier, il serait intéressant de poursuiVéude de la pénétration transcutanée des
oxydes d’aluminium et de se focaliser sur les négigutanées situées a proximité d’un

follicule pileux. Ce type d’études pourrait égalemeitre appliqué a la pénétration
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transcutanée d'oxydes de titane contenus dans rleduips dermo-cosmétiques, car des
incertitudes demeurent quant a la capacité desdéPtitane a pénétrer des peaux dont la
fonction barriére est altérée consécutivement gpetwlogies ou a des pratiques hygiéniques

guotidiennes (rasage, épilation).

Dans les perspectives de ce travail, étant donedesuexplants de peau maintenus en survie
répondent aux différentes expositions et permettmtdéfinir des profils de réponse
spécifiques, il serait intéressant d’étudier legffets sur des temps de réponse plus longs, et
déterminer les cinétiques et dynamiques de cesns&go Il serait en effet intéressant de
déterminer si ce type de modéle de cultese vivoa la capacité de restaurer son état
physiologique initial (distribution et compositiathimique élémentaire). Ceci est d’autant
plus important que cela peut dépendre des conditienculture et plus particulierement de la
biodisponibilité des éléments chimiques impliqués, (S, K...). Ces études sont en cours de

développement a I'IlRPF par D. Bacqueuville.

Dans la continuité des études en relation ave@tefpation transcutanéeagents exogenes
de type particulaires ou nanoparticulaires,je me suis attachée a développer et a valider une
approche expérimentale afin de réaliser la déteaiole suivi de nanoparticules a I'échelle
cellulaire et tissulaire. Ces études ont pour bat d&finir notamment la toxicité de
nanoparticules de dioxyde de titane (IOCes nanoparticules, utilisées comme filtre
physique anti-UV dans les crémes solaires, sontefet des candidats potentiels au
franchissement de la barriére cutanée et suspéetgsier un role délétére dans la genese et
le développement de pathologies cutanées gravesiedencancer.

Ainsi, afin de définir lananotoxicité in vitro des nanoparticules de TiQ, jai mis en ceuvre
une meéthodologie expérimentale combinant différentes tdhniques d’imageries en
association avec des techniques de fonctionnalisati chimique des nanoparticulegjue

jai appliquée a l'étude de -cultures cellulaires #ératinocytes primaires humains.
L’internalisation des nanoparticules de Figar les kératinocytes entraine une augmentation
significative de la concentration calcique intradeire associée a une diminution de la
prolifération cellulaire (en absence de mort calhg). L’internalisation des nanoparticules de
TiO, induit également une différentiation précoce deératinocytes. L'état de
fonctionnalisation des nanoparticules définit égedat le niveau de toxicité.

Ces étudesn vitro soulignent l'intérét des techniques d’analyse pecrofaisceau d’ion

combinée aux techniques d’imagerie par microscopm#ocale et électronique afin de
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définir les mécanismes moléculaires et cellulainegliqués dans les voies de nanotoxicité.
Ainsi, j’ai montré I'implication du calcium dans k&ponse a une exposition a des NPs de
titane. L'implication de cet ion a déja été déméatdans d’'autres types d’exposition a
d’autres types de NP8ussy, 2008 ; Koeneman, 2008 ; Brown, 2pe4 suggere donc un mécanisme

de nanotoxicité commun.

Ces observations sont d’autant plus intéressantefes montrent la toxicité potentielle des
NPs de TiQ. De plus, si I'on considére que la voie transareilexest un point d’acces au
niveau de la pénétration transcutanée, il n'estgxatu dans certaines conditions (pratiques
hygiéniques) que les NPs de titane puissent eminecontact avec les cellules vivantes
présentes a la base du follicule pileux. Ces adlprésentent une activité de régénération, de
prolifération et de différenciation importantes gent sous le controle de seconds messagers

intracellulaires tels que le calcium.

Il serait aujourd’hui intéressant d’utiliser la étlologie développée et validée a I'échelle
cellulaire pour détecter, suivre et quantifier 8#%s de titane appliquées sur des explants de
peau d’oreille de porc maintenue en survie. CedeSiex vivg permettraient de répondre a la
question de la pénétration des NPs de titane dapedu (voie transannexielle, irritations,
UV..)).

Tout au long de ce travail, j'ai utilisé le micrefeeau d’'ions du CENBG dont la sensibilité et
les résolutions sont compatibles avec les étudiéslzelle biologique, cependant, elles restent
limitées a des échelles submicroniques.

Les mécanismes impliqués dans le maintien de jnt& de la couche cornée et de la
fonction barriere sont suspectés de se jouer ntaj@ment dans la couche granuleuse.
L’analyse par microfaisceau ne nous permet queciifinent de distinguer cette strate de
I'épiderme qui ne comporte que quelques assisadaieds.

Vers des études a I'échelle nanométrique

Il apparait donc essentiel d’améliorer et d’'optenises résolutions et sensibilités de ces
techniques afin de définir plus précisément legratdtions au niveau des organelles, des
structures cellulaires... C’est la raison pour lagjelu CENBG, un nouvel outil est en cours

de développement et de validation : la nanosondeaofaisceau.
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Les avancées technologiques réalisées au lab@awac la mise en ceuvre de cette ligne

nanofaisceau permettront de mener des investigafphms précises avec des résolutions

pouvant atteindre la centaine de nanometres.

Figure 30: La ligne nanofaisceau du CENBG et la chambre d’agak.A gauche, nouvelle

ligne nanofaisceau. A droite, ligne microfaisceatualle.

L'application de cette technique a I'étude de laataexicologie se révelera elle aussi trées
enrichissante en apportant des informations surldealisations ioniques intracellulaires
beaucoup plus fines qui permettront de définir plpgecisément les localisations
intracellulaires des ions et des espéces chimiguebées.

Une premiére cellule (kératinocyte primaire huma@)été analysée en microscopie a
transmission (STIM) a l'aide de la ligne nanofasmceomme le montre la figure 31. Il est
possible de distinguer le noyau et le cytoplasnez ame résolution de I'ordre de 200 nm.
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32 um

Figure 31: Premiére image de Kkératinocytes humains par analyS¥IM sous
nanofaisceau Keératinocyte primaire (PHFK) cryofixé et lyoplsidi, puis analysé sous vide

par nanofaisceau. Résolution 150nm en x, 250nm en y

Cependant, la résolution obtenue avec ce nouvepogsitif souleve peut étre des artéfacts de
préparation d’échantillons. De plus, il sera néaigede valider cet outil pour des analyses en
routine : les temps d’analyse seront sans doute Ilphgs que sur la ligne micro-faisceau, du

fait du faible courant que I'on obtiendra sur cible

Il reste donc encore a redéfinir les conditionséeixpentales aussi bien en ce qui concerne la
préparation des échantillons (méthodes de cryadimpt que les conditions d’analyse sous

nanofaisceau.

Au cours de ma thése, les études de nanotoxicit@-vis d’'agents exogénes comme les
nanoparticules de Tiou les oxydes d’aluminium que j'ai réalisées conaint leurs effets
vis-a-vis de la santé humaine. Cependant, aujourd® pose aussi la question du devenir de
ces composes dans I'environnement. En effet, it é&ga connu que les cremes solaires,
notamment les filtres chimiques anti-UV gu’ellesxttennent, représentent une menace pour
'environnement du fait de leur potentiel endo@mien contribuant entre autres, a la
féminisation des especes de poissons. Une équipbeateheurs italiens a recemment révelé
un autre phénomene : les cremes solaires pourraadlérer le blanchiment des coraux
(Danovaro, 2008)Il est donc nécessaire d’étudier et de compreleffet de ces nanoparticules

sur l'environnement. En ce sens, une approche amwmentale de l'effet de ces
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nanoparticules a l'aide d’'un organisme multiceihdatel que C. elegans s’avere trés

intéressante.

Vers des études a I'échelle d’'un organisme multitagte : C. elegans

C. elegansst un modeéle animal reconnu et admis pour réalissrétudes de toxicologie
vivo. C. elegansest sensible a un certain nombre d’agents commienkgtaux lourds, les
toxines inorganiques, et un tres grand nombre décules neuroactives chez 'homme. Ces
molécules peuvent étre assimilées par 3 voiesinggstion, (ii) voie transcutanée, (iii) voie
neuronale au travers des terminaisons synapticeuessensitives.

Dans le contexte des études concerraffiet des expositions environnementales a des
métaux ou nanoparticules [lutilisation de C. elegans se justifie parfaitement.
Classiquement, les nématodes sont les plus abandgmeésentants des métazoaires dans le
sol et leurs fonctions sont primordiales dans lstiga des ressources en nourriture des sols.
Les nématodes interagissent étroitement avec tessaorganismes et leurs activités affectent
la production primaire, la décomposition, les fiénergétiques et le recyclage des nutriments.
Au sein des écosystémes naturels, il a été largementré que I'analyse de I'abondance des
nématodes et de leurs structures communautairdsdesnindicateurs trés sensibles de la
présence de stress induits par des polluants taud#sorganisation des écosystéemes.
Plusieurs tests de toxicité basés Gurelegansont eété développés afin d’estimer les risques
ecologiques au niveau des sols et de I'eau. A ge gependant peu de tests basésGur
elegansont été réalisés en ce qui concerne les recheesthaanoécotoxicologie. Récemment
des études ont démontré l'effet toxique et déléthrs nanoparticules sur la santé Ce
elegansavec notamment des altérations de leur capacitédeptive(Pluskota, 2009; Roh, 2008)
Les mécanismes d’action restent cependant encareider.

Outre le fait que cet organisme se retrouve dansatare, il présente anatomiquement les
différents organes susceptibles d'étre exposésbkiscpar les expositions et les différents
modes d’expositions retrouvées chez 'homme seueént chezC.elegans De plus, les
effets peuvent étre étudiés sur 'adulte, I'embrgbau cours des générations successives.

C. elegangpossede en outre une spécificité importante :cawps est transparent. Il serait
donc intéressant d’exposer l€3.elegansaux NPs de Ti@ fonctionnalisées avec un
fluorophore (nanoparticules réalisées durant maveit de thése) et de les suivre a I'intérieur
de ce ver. Il serait alors possible dans un prerneenps de définir des localisations

spécifigues des nanoparticules dans cet organisméceflulaire. Enfin, les différentes
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meéthodes d’analyses en microscopie confocale,réteéque et ionique peuvent étre aisément
appliguées a ce modele et permettraient de réaéeseanalyses complémentaires et de définir
plus précisément les mécanismes de nanotoxicité.

De plus les données que I'on pourrait obtenir surotganisme multicellulaire comnte.
eleganspourraient faire avancer la compréhension des nigo@s moléculaires et cellulaires

impliqués dans les réponses de nanotoxicite, et@nsposées a 'lhomme.

En conclusion, au cours de ce travail de these glaimontrer l'intérét des techniques

d’analyse par faisceau d’ions en recherche inteiflinaire.

Ces techniques restent cependant longues, exigeanteettre en ceuvre et nécessitent un
temps d’analyse et de traitement des données asedgliger. Néanmoins les informations
obtenues sont précieuses et apportent des donif§egethent accessibles avec d'autres

meéthodes d’analyse. En biologie, elle s’avére templémentaire a des techniques de
microscopie plus classiquement utilisées (microgcoptique, confocale, électronique...) ce

qui permet d’obtenir une vue d'ensemble des difftreprocessus impligués dans la
physiologie cellulaire et tissulaire.

Ainsi il est possible d’obtenir des données stmatas (microscopie €électronique),

dynamiques (microscopie confocale) et ioniquesl{aegar faisceau d’ions).
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Outre le fait de permettre une analyse a I'échallerométrique de la composition chimique
élémentaire d’'un échantillon biologique, le micisteau d’ions du CENBG permet d’irradier
des cellules afin d’étudier I'impact de faibles desde radioactivité sur la santé humaine.
Cependant, la définition et la prédiction de laedasl’échelle de la cellule reste un point
crucial qui nécessite des études de simulations.

Aussi, les calculs de dose sont généralement é&adid’aide de méthode de calcul analytique
ou de codes de simulation Monte Carlo. Classiquémesmmodeles géométriques de cellules
sont obtenus par la combinaison de simples volumehématiques comme les sphéres, les
cylindres ou les ellipses contenant de I'eau, lenposant majeur des tissus biologiques.
Cependant, ces modeéles ne tiennent pas compte hdegaments dans la morphologie
cellulaire, de la composition chimique élémentaites cellules. Elles sont donc assez
eloignées de la realite.

Ce travail présente le développement d’une métliedsimulation qui permet d’estimer la
dose déposée dans une cellule (kératinocyte) apagkation par microfaisceau d’ions dans
un modéle cellulaire réaliste en 3 dimensions.

J'ai ainsi apporté ma contribution a ce travait@alisant les expériences relatives a I'étude de
la composition chimique élémentaire des cellule<C#a et aux reconstructions 3D par
imageries confocale afin d’obtenir des donnéesémprtatives qui ont pu étre intégrées dans
le code de simulation Monte Carlo Geant 4.
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Microbeam facilities provide a imique opportunity to imestigate the effects of ionising radiation on living biological cells with
a precise control of the delivered dose. This paper describes dosimetry calculations performed at the single-cell level in the
microbeam iradiation facility available at the Centre d'Etudes Nuocléaires de Bondeawx-Gradignan in France, using the
object-oriented Geantd Monte Carlo simulation toolkit. The cell geometry model is based on high-resolution three-
dimensional voxelised phantoms of a human keratinocyte (HaCaT) cell line. Such phantoms are built from confocal
microscopy imaging and from ion beam chemical elemental analysis. Results are presented for single-cell irradiation with 3

MeV incident alpha particles.

INTRODUCTION

Understanding the biological effects of low doses of
ionising radiation is one of the challenges of today’s
radiobiology mesearch. According to a review by
Prise'”’, new effects of biological responses to radi-
ation have been recently observed, such as genomic
instability, adaptative response and bystander effects,
which may question the validity of human health
risk estimation at low doses of radiation. During the
last decade, state-of-the-art experimental irradiation
facilities have been developed in order to investigats
the effects of ionking radiation exposure on living
cells, making wuse, for example of radioactive
sources, classical beams or microbeams™. Among
them, microbeams allow a precise control of the
delivered dose on the targeted cell among a cellular
population, with a beam reselution on the tamget of
a few microns in air, compatible with eellular dimen-
sions. This work presents the development of com-
puter simulation software allowing the estimation of
deposited doses in realigtic three-dimensional high-
resolution cellular medels The code includes a full
model of the microbeam cellular irradiation facility
available at the Centre d'Etudes Nucléaires de
Bordeawx-Gradignan (CENBG) in France'’. This
facility is able to deliver single protons and alpha
particles in the mega electron volt range to single
living cells Experimental measurements of elemen-
tary dose depesits in the cellular volumes are not
accessible in this facility since the irradiated cells are
maintained in the culture medmum during the

*Corresponding author: incertif@eenbg.in?pi.fr

irradiation sequence. The incident particles of a few
mega electron volts are entirely abserbed by the
liquid medmm after exiting the targeted cells
Consequently, the estimation of dose deposits in indi-
vidual cells is usually performed using analytical cal-
culation or Monte Carlo simulation codes
Classically, the cell geometrical models are obtained
from the combination of simple mathematical
volumes such as spheres, cylinders, ellipsoids™® con-
taining liquid water, the main component of biologi-
cal tissue. However, these models do not take into
account the changes of cellular morphology, or realis-
tic chemical compositions, which become accessible
nowadays using high-resolution techniques at the cel-
lular level, such as confocal microscopy imaging and
ion beam analysis at the sub-micrometre scale.

The firg section of this paper presents the cellular
dosimetry Monte Carlo code, which is implemented
by the authors induding the modelling of the
CENBG microbeam irradiation beam line as well as
the software implementation of cellular three-
dimensional geometrncal models The second section
explains how confocal microscopy imaging and ion
beam analysis techniques can be combined together in
order to build such realistic cellular modes Finally,
cellnlar dosimetry estimations obtained with the simmi-
lation code for several peometry conformations and
chemical compositions are shown and discused.

THE MONTE CARLO SIMULATION CODE
The Geantd toolkit

Monte Carlo codes are the powerful took that are
able to mimic the stochastic naure of elementary

Ty The Author 2009, Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, please email: journalzpermissonsi@onfordjournals.org
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particle interactions with matier. Some of them can
reproduce extremely complex experimental setups
such as entire detectors on the large hadron collider
at CERN. Such codes are widely accessible today,
for example, EGS4™, EGSS", EGSnrc®™ and
ETRAN™ for the simulation of electron and
photon electromagnetic processes and Fluka''”,
Geantd''?, MCNP/MCNPX'"™ and Penclope ),
which include hadronic interaction processes
Among those cited, the Geantd toolkit uses the
object-oriented technology. It is entirely free, open
source and in constant improvement, following an
iterative-incremental software development process,
allowing extension and mefinement without affecting
the exiging user code. Originally developed for appli-
cations in high-energy physics, Geantd is now widely
used in various domains, such as medical physics
space applications and radiation protection. The
tookkits ability to simulate classical and microbeam
cellular irradiation facilities as well as precise my-
tracing in focusing magnetic fields at the sub-
micrometre scale has been shown previously!' >~ 2%,

Modelling of the CENBG microbeam facility

The CENBG is equipped with a microbeam line
irradiation facility allowing single-cell irradiation in
air, in single-ion mode, with a targeting accuracy of
<10 pm. This facility is installed on a HVEE™
Singletron low-energy electrostatic accelerator, deli-
vering protons deutrons and alpha particles up to
3.5 MeV The full microbeam line has been modelled
in the simulation code for typical cellular irradiation
conditions with 3 MeV incident alpha particles
taking into account all beam line components, such
as a 10° beam switching magnet, a defining circular
object collimator of 5 pm in diameter, a set of four
focusing quadmupole magnets allowing symmetrical
demagnification by a factor of 10 of the incoming
beam spot and the full cellular irradiation chamber
setup (gas ion counter, extraction window, culture
foil and dish with medium). Full details of the beam
line elements and magnetic fields modelling may be

found in previous publications"®-%1%),

Architecture of the developed softwarne

The simulation software has been developed as a
Geantd wser application following object-oriented
code development rules Apart from the classical
Geantd user classes that are mandatory to build a
user application (description of setup geometry and
materials, description of physics processes and par-
ticke generation), specific classes have been developed
in order to model the beam line switching magnet
and the four focusing magnetic quadrupoles, as well
as the specific geometry classes for realistic model-
ling of the targeted cells

Implementing cellular phantoms in Geantd

Geantd-based dosimetry sunulations at the individ-
ual cell scale for the CENBG microbeam line and
for other classical cellular irradiation setups have
been previously mported™'®). These estimations
were obtained using simple cell geomeiries such as
parallelepiped or embedded ellipsoid models repre-
senting the cell nucleus and the cell cytoplasm. As
more detailed cellular geometries become available,
thanks to advanced high-resolution imaging tech-
niques such as confocal microscopy, it 18 now poss-
ible to build realistic three-dimensional geometries
with a voxellised architecture. The authors chose to
name these peometries as ‘cellular phantoms’ in
reference to human phantoms used in the medical
physics community. A single cell can be modelled in
the simulation application using a phantom made of
parallelepiped voxels Phantoms containing a large
number of voxels (up to 512 x 512 x 512 vouels)
have been implemented in the application, depend-
ing on the selected microscopy mesolution when
imaging the cells Each individual voxel contains
information about its absolute position within the
whole cellular phantom as well as information about
local chemical composition and density. Two geo-
meirical approaches based on specific geometry
classes available in the toolkit—the ‘pure’ parame-
terised approach and the ‘nested’ parameterised
approach—have been investigated, leading to differ-
ent computing time performances, especially at
higher imaging resolutions.

Pure parame terised geometry

In this classical approach, the cell phantom is made
of muliple copies of a parallelepiped voxel all
having the same geometry. The multiple copies
contain different materials, corresponding to differ-
ent cellular regions (cytoplasm or nucleus). The
whole cell phantom is implemented using the
specific Geantd  G4PVParameterived class. Each
voxel posiion and material s parameterised as a
function of the voxel copy number. This approach
has been implemented in the Geantd microbeam
advanced example developed by the team of this
study at CENBG and which is part of the official
Geantd releases It explains to Geantd users how to
implement a full microbeam irradiation facility and
a voxellised phantom at the single-cell scale into a
Geantd-based simulation.

Nested pavameterised geometry

In this approach, the whole phantom is described by
a large parallelepiped volume segmented using mepli-
cated volumes The full parallelepiped is first sliced
along the ¥ wvertical axis, each horizontal slice

Page 2 of 10

197



MONTE CARLO DOSIMETRY

having the same vertical thickness as a single voxel
Each slice is then segmented horizontally into bars
along the X horizontal axis, each bar having the
same transverse section as individual voxels. Finally,
cach bar i cut into individual vexels along the
beam propagation axis (£). The first two levels of
segmentation make use of the GIPVEeplica class
whereas the third level s described using the
G4 PV Parameterived class In such a “nested’ parame-
terisation, the voxels are meferenced as ‘daughter
volumes of repeated ‘parent’ (bars) and ‘grand-
parent’ (slices) wvolumes. As in  the previous
approach, each voxels material depends on the copy
number of the parents Voxels that do not belong to
the nucleus or to the cytoplasm are filled with cell
culture medium, containing mainly Lquid water
This alternative geometry implementation is
expected to provide faster navigation and much less
memory usage when the number of voxels becomes
large.

Both geometrical appmoaches amre illusirated in
Figure 1,

Physies processes

The simulation software uses the physics processes
of the Geantd low-energy clectromagnetic package
with associated data G4LOWEMS.1"™. Dominant
processes occurring in the experimental irradiation
setup in the mega eleciron volt regime and affecting
incident alpha particles are multiple scattering and
ionisation. The former is simulated with the
G4h Multiple Scattering class for light ions; the latter
is simulated with the GdLowEnergylonisation class
for secondary ionisation electrons and with the
(th LewEnergylonisation class for alpha particles
This class uses the electronic stopping power table
TCRU_R49He. The default cut-off value for the pro-
duction of secondary particles has been set to 10 nm
and a maximum step size limiter of 10mm is
applied in the irmdiation chamber setup in order to

ensure a reliable tracking™™,

Figure 1. (a) Principle of the *pure’ parameterised phantom
geometry and (b) ‘nested” parameterised peometry,

SINGLE-CELL GEOMETRY MODELLING

Single-cell targeted irmdiation i routinely performed
at the CENBG microbeam irradiation facility with
3 MeV incident alpha particles on human keratinocyte
cells of the HaCaT line™". A specific HaCaT cell line,
expressing  the chimerc mcombinant higone H2B-
GFP and identified as ‘HaCaT/(GFP-H2B)Tg', has
been developed at CENBG for in vive staining of cellu-
lar nuckei, allowing automated cdl t&m%q_itian during
the irradiation phase of a cell population™ 2%,

Geometry from confocal imaging

Cell phantoms were originally created from actual con-
focal microscopy images of HaCaT/(H2B-GFP)Tg
cells. These cells were grown in a dedicated medmm
and were fixed after 4 or 24 h of culiure under appro-
priate conditons. Staining of the nudeus DNA was
achieved using the fluorescent H2B-GFP proten, and
the cytoplasm was marked with propidium iodide, an
RNA and DNA marker. The latter was also able to
locate nucleoli—a nudear region highly rich in RNA,
potein  and heterochromatin—  inside the cell’s
micleus Two-dimensional images of the stained cells
were aoquired at the highest and optimised sesolution
(around 160 nm) with a Leica®™ DMR TCS SP? confo-
cal microscope for several two-dimensional resol-
utions, up to 512 x 512 pixels The full scts of images
were reconsirucied in three dimensions using the Leica
Confocal Software”. These images weme transferred
into the Mercury® Computer Systems, Inc.,

Amira™*, suite for filtering and geometry reconstruc-
tion. Filtering was necessary to eliminate the residual
fluorescence generated by the cell glass support used
for microscopy. A three-dimensional confocal image
and the comesponding recongructed model obtained
from Amira” are shown in Figure 2.

Figure 2. {a) Three-dimensional image of a single 24 h
incubated HaCaT/(H2B-GFF)Tg cell obtained after
recanstruction with the Leica Confocal Software® The
cytoplasm appears in dark gray (staimed with propidium
indide), whereas the nucleus is shown in lighter gray (H2B-
GFP). The nucleclus is faintly visible inside the nuclens.
The cormesponding two-dimensional images were acquired
with a resolution of 128 = 128 (b} Smooth reconstructed
model of the cell obtained using Amira®. The cytoplasm,
nuclews and nucleolus are clearly visible The longest axis
has a length of about 18 pm.
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Figure 3. Graphical visualisaion of a 24 h HaCaT/(H2B-
GFPTg phantom obtained from the Geantd simulation
code. For better viewing, the picture has been slightly
rotated horizontally and all solids are transparent. The
phantom geometry has been mmplemented following the
‘pure’ parametensed approach. Six incoming alpha
particles are visible and peretmte into the cell phantom
from the right-hand side. A large angle scattered secondary
electron is also visible in the ambient air region in the right
corner. This phantom was buailt from the two-dimensional
images of 256 = 256 confocal microscopy stacked in 60
layers. A single voxel has a transverse size of about 180 nm
{in X and ¥') and a longitudinal thickness of about 160 nm
{in Z). The cytoplasm voxels are displayed in dark gray,
whereas the light gray wvoxels show the nuclens and
nucleolus, which are mamly hidden by the cytoplasm
voxels in the picture.

The cell nucleus and cytoplasm could be extracted
into individual files that were merged into a single
phantom file. This file contains information about
the total mimber of voxels for each cellular region
(cytoplasm, nucleus and nucleoli), the voxel size
along the three dimensions, a position shift in order
to centre the cell in the simulated irradiation dish
and the list of each voxels position and material
composition, as well as the intensity fluorescence
content of the voxel. The phantom could then be
imported directly into the Geantd-based simulation.
Figure 3 shows a graphical visualisadon of the
three-dimensional HaCaT phantom displayed by
the Geantd microbeam simulation code with the
OpenGL event display.

Elemental analysis using ion beam technigues

Each voxel of the cellular phantom has to be charac-
terised by a material. A material specifies the local
elementary chemical composition of the mediom

and the local density. The former can be measumed
experimentally at the singlecell scale using ion
beam analysis lechmqy? es available on the CENBG
nuclear microprobe®®*", These techniques require a
dedicated sample preparation in order to preserve
the cell stucture and the distributions of chemical
elements Living cells cannot be directly mapped in
the high-vacuum analysis chamber of the microp-
robe and must be dehydrated. For this purpose,
about 10° HaCaT /(H2B-GFP)Tg cells were first cul-
tured as a monolayer on a 2 pm thick polycarbonate
foil i 10 pl of culure medium.

Cell coating was achieved with the Cell-Tak™
adhesion factor. After 4 or 24 h of culture, cells were
cryofixed in liquid nitrogen chilled with isopentane
at — 1607 C and were freeze dried for 24 h at —35°C.
Mapping of low-Z elements (C, N and O) was per-
formed using Rutherford back-scattering spec-
trometry (RBS), in parallel with particle-induced
X-ray emission (PIXE) for the quantification of
trace elements in the cells Simultaneous RBS and
PIXE analyses give access to the organic mass of the
sample and to its chemical elemental content. They
were performed with a 2.5 MeV proton beam. The
beam was focused on a high flux mode down to a
spot of ~2 pm in diameter with a high current of a
few hundreds of picoamperes The Si(Li) X-ray flu-
orescence detector was covered with a 100 pm thick
aluminium Tunny’ filter with an aperiure of 500 pm
in diameter in order to reduce the contribution of
lighter elements to the full X spectruom. Scanning
transmission ion microscopy (STIM) was addition-
ally used for consistency in order to extract the areal
mass of the sample. STIM was performed with 2
MeV alphas, providing a better density contrast than
protons. An STIM image s shown in Figure 4.

The RBS energy spectra and collected charges were
analysed with the RU MPIN® software™, and X-ray
emission spectra were fitted with the GUPIX™
software'™. STIM data were analysed with the
PAPARAMBORDE" code". The arcal mass for
4 h incubated cells was 289.1 + 103 pgem - from
RBS and 297.5 + 24.4 pgcm * from STIM, showing
a reasonable agreement. For 24 h -.:cll-; the areal mass
increased up to 310.1 + 54 pgem  from RBS and
360.5+ 10.7 pgem * from STIM. The observed
mass difference between 4 h incubated cells and 24 h
cells could be explained by the use of trypsin/EDTA
in the experimental procedure, which mainly breaks
down external matrix proteins and chelates ions (such
as Ca’™). Consequently, the cells harvested 4 h after
platting do not have sufficient time to regtore their
external matrix by comparison with those harvested
24 h later. The areal masses (ng cm ) of the minerals
were calculated from the X-ray yields extracied using
GUPIX™, and the concentrations were finally nnrmal—
ised to the dry mass of the sample (inpge ' dry
mass) obtained from RBS.
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Figure 4. Two-dimensional STIM image of 24 h incubated

cells. The mucleus and cytoplasm structures are nicely

contrasted, thanks to the technigue’s better sensitivity with

alpha particles than with protons. The beam was saept on

a 60 pm side square. This image was produced with the

PAPARAMBORDE analysis software™". The local
density is increasing from white to dark.

All concentrations were measured for a dry
sample. Figure 5 shows four element maps for 24 h
incubated cells: carbon (C) from RBS, phosphorus
(P), nitrogen (N) and potassium (K) from PIXE.
Concentrations for organic elements and minerals
were measured from RBS and PIXE at three differ-
ent locations in the nuclei’s area and in the cyto-
plasm region and they were averaged. as shown in
Figure 6.

The wet concentrations were calculated by assum-
ing that a single cell contains on average 7(M% of
liquid water and 304 of dry matter; the latter con-
tains 95% of organic elements (H, C, O and N, from
EBS) and 5% of mmerals (from PIXE). Results are
indicated in Table 1.

Although these resulis could be improved by
increasing the number of biological samples ana-
lysed and by mfining the selection of analysed
nucleus and cytoplasm areas they are sufficient to
demonstrate the possibility of implementing
realistic cellular models in a Monte Carlo simulation
application.

RESULTS AND DISCUSSION
Software performance

The simulation features presented in this have been
obtained with mrelease version 9.1 + patch 01 of the
Geantd twolkit on a Windows-based personal

42 m

Figure 5. Two-dimensional distribution maps of carbon
i), phosphorus (P, nitrogen (W) and potassiom (K)
measured from RBS and PIXE for 24h incubated
dehydrated HaCaT/(GFP-H2B)Tg cells The 2.5 MeV
proton beam was swept on a 42 wm side square. The nght-
hand side scale shows qualitatively the element local
concentration (top of right-hand side scale is the highest).
The images were extracted fom the Supa Visio™ analysis
software.
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Figure 6. Elemental mineral composition calculated using

GUPIX® for three nuclear and cytoplasm areas selected in

Figure 5. The data present a satisfying reproducibility.

Average concentrations over the three areas were considered
in the final cakculations.
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Tahle 1. Mass fraction percentage of each chemical element

present in a hvdrated HaCaT /(GFP-H2B)Tg cell cultured

during 24 h, from measurements wsing RBS and PIXE
techmiques on the CENBG nuclear microprobe,

Element Mass fraction (%)
Cytoplasm Nucleus
Hydrogen 2186 2177
{arbon 13.01 12.25
Nitrogen 129 213
Oxygen 6234 62.35
Sodium - 0.04
Magnesium - 0.03
Silicon 0.06 0.01
Phosphorus 048 0.60
Sulphur 0.11 0.12
Chlorine 029 0.10
Pomssium 0.57 0.60
Total 100,00 100,00

computer running the VMware™™ emvironment, for

which a full Geantd installation and associaied data
analysis and visualisation tools under Scientfic
Linux™*" were provided, free of licensing to users
Full information is availlable on a dedicated
websité®®, Running a simulation with such high-
resolution phantoms requires high computing per-
formances The computing time needed for the simu-
lation of singlecell irmadiation with 3 MeV alpha
particles was estimated for several image reselutions
and for both phantom geometry approaches—pure’
parameterised and ‘nested” parameterised. Resulis are
shown in Figure 7. Compuiing times for the ‘pure’
parameterised geomeiry may reach prohibitive values
at high-resolutions, whereas computing times observed
for the *‘nested” geometry do not change significantly
with the resolution and remain at reasonable levels
This *nested’ approach should consequently be pre-
ferred if the number of voxek in the cellular phantom
becomes large.

Dosimetry for 3 MeV apha irradiation

A specific analysis macro file has been written in
order to automatically analyse the simulation resulis
using the ROOT object-oriented data analysis frame-
work™. In particular, this macro is able to calculate
the incident particke linear energy transfer (LET) at
the tampeted cell phantom entrance, the specific
energy in the nucleus and in the cytoplasm, and
the particle range inside the cell culiure mediom.
The specific energy, expressed in gray (Gy), rep-
resents the stochastic analogue of the absorbed dose
adopted by ICRU Report No. 60. Specific energy in
a cellular sub-volume of interest is calculated as the
ratio of all elementary energy deposits in this specific

Computing time per incident particle (s)

1.7 S Mested
—— Polvnomial {Pure]
181 Linear (Nested)
1.5
6 128 192 236 320 3B4  ME 512

2D microseopy imaging resofution

Fipure 7. Computing time measured for a single-cell

iradiation with 3 MeV incident alpha particles, as a

function of the confocal microscopy imaging resolution

{512 stands for a planar resolution of 512 = 512 pixels) and

as a function of the phantom geometry approach. Linear

and second-order polynomial fits to the data and
correlation factors are shown.

site to the volume of total mass Information on the
phantom’s relative positioning with respect to the
beam is also displayed in order to check the align-
ment of the targeted cell. Three mega electron volt
incident particles have a 142 + 16 keV pm ' LET at
the cell entrance, which is in agreement with pre-
vious estimations on the CENBG setup''®. The full
range in the culture medivm is of the order of 10—
12 pm (Figure 3).

Besides the built-in Geant4 visualisation capabili-
ties as shown in Figure 3, the authors investigated
the possibility of visualising the simulated dose dis-
tribution wsing the gMocren tool deweloped by
Saitoh er al. ™", in the context of the France—Japan
International  Associated Laboratory FJPPL"™®.
Figure 8 shows three-dimensional transverse cut and
projections of a single HaCaT cell phantom irra-
diated with 10" incident alpha particles delivered by
the modelled microbeam line. This tool has
been already wsed for visualisation of dose distn-
butions obtained with Geantd in human patient
volumes for therapeutic irradiation. It 5 a con-
venient and promising tool for visualisation at the
sub-cellular scale.

Specific energy dependence with cell morphology

The specific energy in the targeted cell's nucleus has
been  estimated for several cell morphologies
obtained after different incubation durations The
mean value and the associated error are taken as
the Gaussian fit mean and ot mean square to the
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Figure 8 gMocren visualisation of a cell phantom
irradiated by incident alpha particles. The main frame
shows a transverse cut of the cell phantom simultaneously
with the penetrating alpha particle beam (central darker
tradiated area). On the right-hand side, comesponding
planar projections of the cellular demsity are shown (the
lighter, the denser). Bottom histograms display density
distribution for the cytoplasm and for the mucleus (top)
and corresponding specific energy distributions (bottom).

Table 2. Cytoplasm, nuclens volumes and specific energy in
the nucleus for 3 MeV incident alpha particles for several

Figure 9. Selection of four cell phantoms meconstructed

from 128 = 128 two-dimensional confocal images. Cells a

and b have been incubated during 4 h, whereas cells ¢ and

d have been incubated for 24 h, the classical incubation

duration for cellular irradiation at CENBG. The cytoplasm

and nucleoli appear in light gray, whereas the nuocleus is
shown in dark gray.

Table 3. Calculation of the specific energy for 3 MeV

incident alpha particles for three different cell chemical

compositions applied to the ¢ phantom in the ‘“pure’

parameterised  approach:  water, standarnd  reference

composition  and chemical composition measured at
CENBG.

cell morphologies.
Cell  Incubation Volume (pm’) Mean specific
duration (h) Energy in
Cytoplasm Nucleus  nucleus (Gy)
i 4 158 555 0.34 4+ 005
b 4 144 469 0.3 4+ 0,06
¢ 24 651 471 0.30 4+ 0.02
d 4 1735 1373 0.080 4+ 0,003

Chemical com position Mean specific energy

in nuclens (Gv)

The corresponding cell phantoms are shown in Figure 9.

nucleus specific energy distribution and are given in
Table 2 for four different morphologies shown in
Figure 9. Although morphologies a, b and ¢ are
characterised with specific energies of the same
order of magnitude. morphology &, which presenis a
smaller thickness to the incident beam, shows a
much smaller specific energy. At mega clectron volt
encrgies with alpha particles morphology changes
can consequently have a non-negligible impact on
specific energy digributions among the cells of an
irradiation dish and therefore should be minimised
as much as possible, for a better conirel of the uni-
formity of the delivered dose.

0304 0.02
030+ 0.06
0,37+ 0.06

Ligud water
Reference ICRLT cell™
CENBG measurements

Specific energy dependence with chemieal
composition

In Monte Carlo simulations, cells are often modelled
by assuming that they contain only liquid water. The
impact of a chemical composition change in the vox-
ellised phantom was mvestigated for three different
compositions: liquid—water-only for the nucleus and
for the cytoplasm, standard composition of cellular
medium as published in ICRU Report No. 44 and
HaCaT chemical composition measured at CENBG
from RBS and PIXE analysis Resulis are given in
Table 3 for phantom cell ¢. Specific energy values
are close to each other, suggeding that choosing
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Figure 10. Mean specific energy in the cell nucleus
calculated from an iradigtion with 107 incident 3 MeV
alpha pamicles, as a function of the confocal microscopy
image resolution (312 stands for a planar resolution of
512 = 512 pixels) and as a function of the phantom
geometry implementation (*nested” parameterised or “pure’
parameterised). The mean value and the emor are taken;
respectively, as the mean and oot mean square of the
Gaussian fit to the specific energy distnibution within the
nucleus. The data points hawe been slighdy shifted
horizontally for better visibility

liquid water as the main component of cells remains
a reasonable approximation for dosimetry in cellular
volumes The slightly higher value obtained with the
composition measured at CENBG  could be
explained by a higher content of hydrogen and min-
erals than in the meference ICRU cell. Such exper-
imental measurements ai the cellular scale remain
very debcate to perform and depend strongly on
experimental protocols.

Specific energy dependence with imaging resolution

Specific energy dependence as a function of the con-
focal imaging resolution was investigated for several
imaging resolutions, for both phantom geometry
approaches ("pure’ and ‘nested’ parameterised) con-
taining liguid water only As shown in Figure 10,
there 5 no mlevant change in the specific encrgy
mean value and error, which remain stable as a func-
tion of the imaging resolution. The two approaches
give very similar, but not identical, results The
‘nested” approach requires the construction of a full
parallelepiped shape phantom containing not only
the whole cell but also the culture medium surround-
ing the cell. Consequently, the culture mediom is
segmented, miting the siep size of the physics pro-
cesses occurring during the simulation. Instead, the
‘pure’ approach is an assembly of voxels deseribing
only the structure of the cell, and it is immersed in
the culture medmm, which is not segmented

Although the cell voxels are identical in shape, pos-
ition and content for both approaches, this step
limitation leads to the observed fluctuations between
the two geometry approaches

CONCLUSION

This study demonsrates for the first ime the possi-
bilities of the penerml-purpose Geantd toolkit for the
modelling of realistic high-resolution three-dimen-
sional phantoms at the cellular scale for microbeam
irradiation. These phantoms integrate biological
data on sub-cellular volumes, masses, composition
and morphology. It is shown that the specific energy
deposited in such phantoms depends weakly both on
the confocal microscopy imaging wsolution and on
the chemical composition of cell components, well
approximated by liguid water. However, cellular
morphology changes may have a much stronger
impact. Themwfore, dosimetry calculations for classi-
cal radiobiology irmadiation experiments performed
on living cell populations will not benefit signifi-
cantly from the described developments, as long as
the cellular samples remain quasi-uniform in mor-
phology. This work is a first step towards the model-
ling of realistic three-dimensional multi-cellular
phantoms such as biological tissues and even organ
sub-volumes New ion beam analysis techniques at
the nanometre scale will soon be available at
CENBG on a dedicated two-stage high-demagnifica-
tion ‘nanobeam’ line''” ', giving access to a more
precise mapping of cells and their inner constitzents,
such as mitochondria. Associated with specific
marking techniques cell-based phantoms will
become even momre realistic and complex. In parallel,
it is believed that the extension of the Geant4 toolkit
in the framework of the Geant4-DNA project ©5"
down to very low energy (electron volt scalke) at the
molecular level will naturally complement these rea-
listic geomeirical models It will be possible to
predict biological damage at the DNA molecule
scale in the cell-based phanioms, including the pro-
duction of DNA single- and double-strand breaks
which are induced by direct ionising radiation effects
and indirect effects of oxidative radical species on
the cell DNA content. Such quantities can be
measured experimentally™' and are of primary
importance for radiobiology and radiotherapy appli-
cations: double-strand breaks play an important and
critical role in the induction of programmed cell
death following irradiation.

The code described in this paper is available for
download in the Geantd toolkit as an advanced
example that will be regularly updated and
improved, following the toolkit bi-annual releases
Although modelling activities have been historically
based on the Geantd toolkit only, the methodology
presented in this paper is not lmited to this toolkit.
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Other general-purpose Monte Carlo codes, cg.
Penelope™), are able to handle the navigation in
complex geometrical phantoms™' simultaneously
with physics processes down to very low energies
(50 eV), opening exciting modelling perspectives for
applications at the cellular scale
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