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Introduction générale

Introduction générale

Depuis des siecles, prendre soin de sa peau fait partie des rituels et des plaisirs esthétiques de
I’étre humain et la restauration d’une peau saine reste la préoccupation premiere en cas de
dommages ou de pathologies. Le tissu cutané est bien plus qu’une simple enveloppe : c'est un
moyen de communication avec le monde extérieur. Ce tissu reflete I'identité de l'individu
(couleur et age), ses émotions et son état de santé. En effet, I'architecture de la peau est d’une
complexité considérable mais reste d’une trés grande organisation. Elle se compose d’un
épiderme avec plusieurs strates de cellules représentant la premicre barriere en surface, d’un
derme riche en matrice extracellulaire, et I’ensemble repose sur ’hypoderme qui constitue une

couche de soutien.

Comme tous les autres organes du corps humain, la peau est également sujette a un
vieillissement potentiellement accéléré par 1'environnement, comme par exemple 1'exposition
aux rayonnements ultraviolets (UV). Ces derniers sont capables d’induire un stress oxydant,
mécanisme qui est responsable de I’altération indirecte des tissus cutanés. Ce vieillissement
prématuré est assez visible et entraine un risque €élevé de développement de cancers cutanés.
De fait, les enjeux majeurs de la dermocosmétique sont d’une part de développer des
technologies et des produits dits « miracles » destinés a améliorer le bien-€tre de la peau, d’autre
part, de mettre au point des principes actifs afin de prévenir et traiter le vieillissement ou les

désordres cutanés.

Les travaux de recherche en biologie cutanée ceuvrent sans cesse au perfectionnement de ces
produits en offrant une meilleure compréhension du fonctionnement de ce tissu mais aussi en
recréant, d’un point de vue physiologique, des mod¢les in vitro mimant la peau. De tels modeles
rendraient plus aisés les tests d’innocuité et d’efficacité. De plus, il n’y aurait pas de recours
aux tests expérimentaux sur des volontaires ou des animaux de laboratoire, un des défis actuels
de la recherche en biologie. Cependant, en raison de la complexité des tissus cutanés, il est
encore difficile de concevoir des modeles d'étude reproduisant a la fois les aspects
physiologiques et fonctionnels de la peau. Pour répondre a ces problématiques, plusieurs
modeles in vitro de peau ont été développés. Ces modeles représentent soit des monocouches
cellulaires de la peau (2D), soit des mod¢les tridimensionnels (3D) constitués de I’épiderme, ou

bien plus complexes incluant aussi le derme, éventuellement I’hypoderme. Il est néanmoins

important de rappeler que, a I’heure actuelle, I’oxygénation physiologique (physioxie) n’est pas
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prise en compte dans ces modeles. L oxygene est une molécule fondamentale de I’homéostasie
cutanée qui joue un role dans le stress oxydant. Cependant, les études sur le stress oxydant sont
généralement conduites dans les conditions de 1’oxygénation de 1’air ambiant (normoxie), une

condition non représentative des conditions physiologiques retrouvées in vivo.

De ce fait, les objectifs de mes travaux de theése sont, dans un premier temps, d’¢élaborer des
modeles de peau in vitro dans des conditions de culture reproduisant l'oxygénation
physiologique. Puis, dans un second temps, de caractériser ces modeles, en particulier, en
étudiant les enzymes antioxydantes de la peau, impliquées dans la physiopathologie du
vieillissement cutané accéléré, en conditions basales mais aussi dans un modele de

photovieillissement.

Ainsi, ce mémoire de these est structuré en différentes sections. L’introduction fait 1’objet de
cinq parties. La premiere est consacrée aux multiples fonctions de la peau ainsi qu’a son
architecture. Une seconde illustre I’oxygénation cutanée. Une troisieme aborde le vieillissement
prématuré, ainsi que le stress oxydant. Une quatriéme évoque le role de 1’oxygeéne dans la
modulation de ce stress oxydant. Enfin, la cinquieéme partie traite des dernicres avancées dans

le développement des modeles d’étude de la peau.

Les résultats sont présentés en deux grands chapitres. Le premier porte sur la caractérisation de
nos modeles, aussi bien des cultures en monocouche (une lignée de kératinocytes et des cellules
primaires) que des modeles tridimensionnels en physioxie, et sur la modulation du systeme
antioxydant dans ces derniers, du niveau transcriptionnel jusqu’a la modulation de son activité.
Le deuxiéme est consacré a 1’utilisation de ces modeles dans 1’étude du photovieillissement,

avec une étude comparative des défenses antioxydantes en physioxie et en normoxie.

Ces résultats sont discutés dans une derniere partie qui tente d’apporter de nouvelles pistes et
perspectives, afin de mieux comprendre la modulation des antioxydants en physioxie mais aussi

dans le photovieillissement, en abordant certains systemes de régulation.
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Introduction

1. Les roles et la structure de la peau

La peau est une véritable interface entre les organes du corps et le monde extérieur. Elle
constitue I’organe le plus large et le plus lourd de notre organisme. Selon la taille et la masse
du corps, le poids de la peau est compris entre 3,5 et 10 kg pour une superficie de 1,5 4 2 m?
(Hasleton 1972). Plus qu’une simple enveloppe, la peau est dotée de plusieurs fonctions vitales.
C’est une véritable barriere contre les agressions extérieures, qui joue un role dans le

métabolisme, la perception sensorielle, I’hydratation, etc.

1.1. Les roles de la peau

1.1.1. Le role protecteur
La peau est la premiere défense du corps humain contre les agressions extérieures. Elle nous
protege des rayonnements ultraviolets, des agents chimiques, des micro-organismes et amortit
les chocs. En paralléle, elle assure I’intégrité de ses constituants. L’épiderme, qui est une
barriere physique, est I’acteur principal de cette fonction grace a son mur de kératinocytes, son
stratum corneum, riche en lipides et en fibres de kératines. La mélanine protege la peau, en
particulier I’ADN, des dommages causés par les UV et empéche ainsi le développement de
cancers. La peau possede également une barriere chimique avec les peptides antimicrobiens,
tels que les défensines et les cathélicidines (Schroder and Harder 2006), qui empéchent
I’invasion par des micro-organismes pathogenes. La flore cutanée présente sur la surface de la

peau intervient aussi dans la protection du corps.

1.1.2. Le role métabolique
La peau est le site de production de plusieurs substances, comme la mélanine et les kératines
au niveau de I’épiderme, mais c’est également notre source naturelle de vitamine D qui est
synthétisée sous I’action des UV. La vitamine D joue un role majeur dans la fixation du calcium
par le systeme osseux (Holick 2007). Elle intervient encore dans la régulation de la prolifération
et de la différenciation des kératinocytes cutanés (Reichrath 2007). Par ailleurs, cette vitamine
est un modulateur du systeme immunitaire. Dans plusieurs désordres cutanés il a été observé

une diminution de son taux sérique, en particulier chez les sujets atteints de psoriasis (Barrea,
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Savanelli et al. 2017), de vitiligo (Varikasuvu, Aloori et al. 2021), ou encore dans des maladies

plus graves comme les mélanomes (Bikle 2012).

1.1.3. Le role sensoriel
La peau constitue par ailleurs le principal organe sensoriel de notre corps. Elle participe a
I’homéostasie de 1’organisme en captant les différentes modifications survenant dans
I’environnement. La peau est riche en terminaisons nerveuses spécifiques qui sont disséminées
a travers toutes ses couches : les thermorécepteurs qui captent les variations de la température,
les mécanorécepteurs (les corpuscules de Pacini et Meissner) qui sont activés par des stimuli
comme le toucher, la pression et les vibrations (Delmas, Hao et al. 2011). La peau est aussi un
organe nociceptif qui est sensible a différentes douleurs comme les piqlires, les pincements et
les bralures. Elle est également riche en photorécepteurs qui détectent les rayons lumineux

(Dubin and Patapoutian 2010).

1.1.4. Le role dans le maintien de I’hydratation
L’une des fonctions essentielles de la peau est I’hydrohoméostasie. La peau saine est riche en
eau ce qui contribue a I’apparence d’une peau normale, non squameuse. La peau a la capacité
a retenir ’eau grace a ses biomolécules, tel que I’acide hyaluronique, et la barricre
hydrolipidique de la couche cornée (Verdier-Sévrain and Bonté 2007) (Papakonstantinou, Roth
et al. 2012). L’ensemble empéche 1’évaporation de 1’eau en surface. Une perte en eau accrue
entraine une accumulation des cornéocytes en surface, qui se traduit par une peau seche et

squameuse.

1.1.5. Le role d’échange des gaz
La peau joue un réle dans I’échange des gaz avec I’extérieur (respiration cutanée). Les couches
superficielles absorbent directement I’oxygene atmosphérique et rejettent le dioxyde de carbone

indépendamment de la circulation sanguine, par une diffusion passive des gaz.

1.1.6. Le role social
La peau joue un rdle dans notre apparence et dans notre image. En raison de ses caractéristiques
physiques, elle donne une idée de notre age, genre, origine ethnique, etc. Elle intervient en outre
dans la communication par laquelle nous exprimons toutes les émotions avec le monde
extérieur. C’est aussi un organe qui reflete notre état général et certaines pathologies du corps.

C’est pourquoi le maintien de I’apparence de la peau est trés important.
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1.2. La structure de la peau

La peau est un organe complexe dérivé de deux feuillets embryonnaires : I’ectoderme (les
couches superficielles) et le mésoderme (les couches profondes). Sur le plan structurel, elle est
constituée de trois couches superposées, 1’épiderme 1i¢ au derme par la jonction dermo-

épidermique et I’hypoderme, la couche la plus profonde (Figure 1).
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Figure 1 : La structure générale de la peau humaine.

Adapté de (www.julius-ecke.de)

Elle est composée de nombreux types cellulaires et des analyses protéomiques ont démontré
qu’il existe 10701 protéines différentes dans cet organe, notamment les collagenes (I, II, III,
VI, XII et XIV), les protéines de la matrice extracellulaire (élastine, décorine, etc.), les kératines
de type I et II et les protéines cellulaires (actine, myosine, tubuline, laminine, etc.) (Dyring-

Andersen et al., 2020)(Mikesh, Aramadhaka et al. 2013).
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1.2.1. L’épiderme

L’¢épiderme est la couche la plus superficielle de la peau. Son développement commence des la
vie utérine, ou il se transforme d’un simple tissu épithélial a un épiderme stratifié et différencié.
Son épaisseur est d’environ 100 um mais varie de 40 pum a 6 mm selon sa localisation
anatomique. C’est un épithélium stratifi¢, kératinisé et constamment renouvelé, toutes les trois
semaines environ (Figure 2). Il constitue la premicre barriere contre les agressions
physicochimiques. Il héberge également des millions de microorganismes, le microbiote

cutané, qui intervient aussi dans I’homéostasie de la peau.

— 2 > Cornéocytes

Couche cornée
(cc)

Couche claire _[

Couche granuleuse —
(CG)

Granules
lamellaires

Couche épineuse Kératinocyte

(CE)

Couche basale
(CB)

Mélanocytes

Cellule de Merkel
Derme

Figure 2 : Les différentes couches de I’épiderme et, a droite, une coupe histologique d’un épiderme
humain avec la coloration hématoxyline éosine.

Adapté de (Khavkin and Ellis 2011)

L’¢épiderme est constitué de 95 % de cellules appelées « kératinocytes » du fait de leur synthese
de kératines, des protéines fibreuses qui conferent a I’épiderme sa structure et sa rigidité. On
distingue deux familles de kératines, les acides et les basiques (type I et type II). Celles-ci sont
exprimées différemment selon les couches de 1'épiderme. Par exemple : les K5 et K14 sont plus
exprimées dans les cellules prolifératives, alors que K1 et K10 sont exprimées dans les cellules
différenciées (Figure 3). Donc, la structure en brique des kératinocytes est due a un
cytosquelette constitué de filaments intermédiaires de kératines. Au cours de la différenciation

de I’épiderme, les filaments de kératines s’associent a la filaggrine formant ainsi le
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cytosquelette des cornéocytes (Kim and Lim 2021). La filaggrine est synthétisée sous forme
de profilaggrine et stockée dans les grains de kératohyaline des kératinocytes de la couche
granuleuse. Des mutations de perte de fonction dans la filaggrine sont trés courantes, touchant
jusqu’a 10 % de la population, et constituent le principal facteur de risque génétique d’eczéma
atopique (Rawlings 2014). Outre leurs propriétés structurelles, les kératines peuvent également
jouer un role direct dans la signalisation cellulaire, dans les réponses au stress et a 1’apoptose
(Russell, Ross et al. 2010). Les kératines sont ainsi des biomarqueurs de I’hyperprolifération
épidermique. Comme dans la cicatrisation et le psoriasis, I’expression des kératines supra
basales K6/K16/K17 est induite rapidement (au bout de 6 heures apreés la blessure). Ces
kératines interviennent comme support pour faciliter la réépithélialisation de la plaie (Moll,

Divo et al. 2008).
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Marqueurs de différenciation : Filaggrine, Loricrine, TG 1/3/5
»  Début de la formation de la couches cornée
B = iy« Sécrétion des corps lamellaires
— \ > =N ) i *  Formation des grains de kératohyaline

Couche granuleuse —

Couche epineuse *  Arrétdu cycle cellulaire et début de différenciation

Expression de kératines : K1-K10
Remodelage des filaments de kératines et renforcement du
cytosquelette

Kératinocytes souches en prolifération

Couche basale Expression de kératines : K5-K14-K15

Marqueurs de prolifération : Ki67, intégrines a3f1, a6B4, a2p1

Figure 3 : La schématisation du processus de différenciation des kératinocytes de la couche basale vers
la couche cornée, avec les modifications structurelles, biochimiques et biologiques associées.
Adapté de (Gutowska-Owsiak, Podobas et al. 2020)
Les kératinocytes proliférent dans 1’assise basale puis se différencient progressivement pour
former les différentes couches de I’épiderme en migrant depuis la profondeur vers la surface ou

les kératinocytes finissent ensuite par se détacher (Figure 3).
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1.2.1.1. La couche basale
C'est la couche la plus profonde et qui est composée d'un seul compartiment de kératinocytes
souches ayant une forme cubique. La régénération permanente de 1'épiderme est assurée par le
fort pouvoir prolifératif de ces cellules. Les kératinocytes souches expriment en particulier les
intégrines a6B4 qui permettent la liaison avec la jonction dermo-épidermique, et qui sont
également impliquées dans leur différenciation. En effet, les kératinocytes de la couche basale
se divisent de deux manieres : soit une division symétrique (horizontale) qui permet l'auto-
renouvellement du compartiment des cellules souches, soit une division asymétrique
(perpendiculaire) pour obtenir une des cellules filles qui entre par la suite en différenciation
dans les couches supérieures (Lechler and Fuchs 2005). Le devenir des cellules filles de ces
deux types de divisions est régulé par la voie de signalisation Notch (neurogenic locus notch
homologue protein). En effet, la présence du récepteur Notch ne permet pas l'expression de
l'intégrine B1 (Lechler and Fuchs 2005). Par conséquent, les kératinocytes exprimant Notch se
détachent de la lame basale et entrent en différenciation. Alors que, dans les cellules en
prolifération, la présence du facteur Numb (protein numb homologue) inhibe la voie de
signalisation Notch (Iannolo, Sciuto et al. 2016). Ce facteur intervient dans la régulation du
cycle cellulaire et il est considéré aussi comme un biomarqueur de ces cellules souches, comme
le Ki67, ou encore la protéine p63 (un homologue de p53), nécessaire a 1’auto-renouvellement
des cellules souches (Figure 3). Au cours de la différenciation, I’activation de la voie Notch
induit un remaniement dans 1’expression des filaments de kératines. Les cellules perdent leurs

kératines K5 et K14 qui seront remplacées par K1 et K10, dans la couche épineuse.

1.2.1.2. La couche épineuse
La couche épineuse est constituée de 5 a 6 strates de kératinocytes. Comme son nom I’indique
ces cellules ont un aspect épineux, suite a la liaison de filaments intermédiaires de kératines 1
et 10 aux desmosomes, des liaisons fortes entres ces cellules qui conferent une certaine rigidité
mécanique. Ces cellules sont plus aplaties et plus étendues que dans la couche basale. Elles
vont migrer vers la couche granuleuse grace a la poussée des cellules sous-jacentes. C’est
également au niveau de ces assises cellulaires supérieures de la couche épineuse que va débuter

la synthése de I’involucrine, et de la profilaggrine, les précurseurs de I’enveloppe cornée.

1.2.1.3. La couche granuleuse
Elle comporte une a trois assises de kératinocytes aplatis et fusiformes disposés parallelement
par rapport a la surface cutanée. Elle constitue la derniere couche nucléée de 1'épiderme.

Certains précurseurs protéiques de 1’enveloppe cornée, I’involucrine et la loricrine, y débutent
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leur accumulation. De méme, les agrégats de la profilaggrine vont s’accumuler et former les
grains de kératohyaline. Au niveau de cette couche, on trouve également des corps lamellaires
riches en phospholipides, en céramides et en stérols ainsi que des multiples enzymes. Ces corps
lamellaires interviennent dans la formation du gradient de calcium indispensable pour la
différenciation des différentes couches de 1’épiderme. Plus les cellules vont avancer dans la
différenciation, plus la profilaggrine va se dégrader en filaggrine, s’agrégeant avec d’autres
composés par I’action des transglutaminases, formant ainsi un cytosquelette plus dense et

rigide.

1.2.1.4. La couche cornée
C'est la couche la plus externe et visible de 1’épiderme. Son réle important est la protection des
couches profondes. Elle est composée de 5 a 20 assises de kératinocytes anucléés et tres aplatis
qu’on appelle les cornéocytes. A ce stade, les kératinocytes arrétent de se différencier et ils
perdent leurs organites cytoplasmiques. Ils sont dits « morts » mais restent biochimiquement
actifs. Les cornéocytes sont soudées par des cornéodesmosomes qui baignent dans une matrice
dense et riche en lipides libérés par les corps lamellaires. Cette enveloppe joue un rdle majeur
dans le maintien de 1’hydratation et dans la protection de la peau. Au final, les protéases qui
sont activées a leur tour par le pH acide de ces dernicres couches vont détruire les
cornéodesmosomes détachant les cornéocytes et engendrant ainsi la desquamation (Matsui and

Amagai 2015).

1.2.1.5.  Les autres types cellulaires de I’épiderme
Dans la couche basale de 1’épiderme sont également présents des mélanocytes qui produisent
la mélanine dans des mélanosomes qui seront transportés vers les kératinocytes basaux voisins.
Chaque mélanocyte fournit de la mélanine a environ 30 a 40 kératinocytes. Dans les
kératinocytes, la mélanine répartie autour du noyau assure la photoprotection de I’ADN contre
les rayons ultraviolets (Jablonski and Chaplin 2013). Le nombre de mélanocytes varie peu d’un
phototype a I’autre. La couleur de la peau est déterminée par le nombre et par la taille des
mélanosomes ainsi que par les taux des deux types de mélanine, eumélanine noire et

phaeomélanine orange.

Entre les kératinocytes de la couche épineuse se trouvent aussi des cellules de Langherans
appartenant au systeme immunitaire. Ces cellules possedent une activité macrophagique et donc
migrent régulierement vers les ganglions lymphatiques drainants, afin de présenter des

antigenes aux cellules immunitaires (Merad, Ginhoux et al. 2008). Leur nombre augmente lors
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de désordres cutanés, notamment dans les réactions allergiques comme la dermatite atopique
sous l’action des cytokines TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin) secrétées par les
kératinocytes (Nakajima, Miyachi et al. 2011). A I’inverse I'exposition chronique au soleil
réduit le nombre de cellules de Langerhans, ce qui favorise le développement de carcinomes

cutanés chez les personnes agées (Xu, Qi et al. 2012).

La couche basale de I’épiderme est également pourvue de cellules de Merkel, associées a des
terminaisons nerveuses, qui ont une fonction de mécanorécepteurs et jouent un role dans la

sensibilité.

Enfin, I’épiderme n’est irrigué¢ par aucun vaisseau sanguin. Les cellules qui le composent sont

alimentées par diffusion des nutriments depuis le derme (Stiicker, Struk et al. 2002).

1.2.2. La jonction dermo- épidermique
La jonction dermo-épidermique (JDE) appelée aussi la lame basale, comme son nom I’indique,
assure I’adhérence entre I’épiderme et le derme. La JDE mesure environ 100 nm d’épaisseur.
Cette structure a une forme « ondulée » qui suit les papilles dermiques et cette forme assure des
échanges continus et optimaux entre le derme et 1’épiderme. En revanche, avec 1’age, cette
structure s’aplatit, réduisant ainsi les échanges entre les deux compartiments. Cette jonction est
dépourvue de cellules mais est composée d’un réseau complexe de glycoprotéines et de
protéoglycanes. Les principaux qui interviennent dans cet assemblage sont : les laminines et le
collagene de type IV qui forment chacun un réseau, les deux étant reliés entre-deux par le

nidogene et le perlecan (Van Agtmael and Bruckner-Tuderman 2010).

En microscopie électronique, cette membrane comprend trois régions, de 1’épiderme vers le
derme : le pole basal des kératinocytes épidermiques, la lamina lucida, qui est claire aux

électrons et la lamina densa, qui est dense aux électrons.

Les membranes plasmiques des kératinocytes sont reliées aux structures sous-jacentes par des
hémidesmosomes, des structures multiprotéiques incluant I’intégrine a6p4 et qui sont liées aux
filaments de kératines cytoplasmiques dans les kératinocytes. Les hémidesmosomes assurent
I’ancrage des kératinocytes a la lame basale et la formation d’un réseau intracellulaire. A la
surface de ces cellules basales, 1’intégrine a6f4 se lie aux laminines 332, formant ainsi les
filaments d’ancrages qui traversent la lamina lucida et s’insérent dans la lamina densa. Ces

derniers se lient ensuite aux fibres d’ancrage qui sont constituées de collagene de type VII,
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permettant la connexion de la lamina densa avec les régions supérieures du derme papillaire

(Figure 4).
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Figure 4 : La structure et les interactions moléculaires de la
jonction dermo- épidermique.

Adapté de (Schmidt and Zillikens 2013)

Cette jonction ultra-organisée assure surtout de multiples fonctions :

e remodelage physiologique de I’épiderme et maintien de son intégrité,

. organisation spatiale des kératinocytes de la lame basale,

e controle de la prolifération de la niche des cellules souches épidermiques (Li, Pouliot et

al. 2004),

e adhérence mécanique entre I’épiderme et le derme,

e contrdle du trafic cellulaire et de la diffusion des molécules dans les deux sens,

e aide a la réépidermisation au cours de la cicatrisation cutanée (Van Agtmael and

Bruckner-Tuderman 2010, Fisher and Ritti€ 2018).


https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot65
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1.2.3. Le derme

Le derme est un tissu conjonctif, élastique et souple, qui se trouve juste en dessous de
I’épiderme. Son €paisseur varie selon les régions du corps et selon le sexe. Elle est d’environ
0,6 mm au niveau des paupicres, tandis qu’elle atteint environ 3 mm sur les paumes des mains
et les plantes de pieds. En outre, ce tissu est plus épais chez les hommes que chez les femmes

(Arda, Goksiigiir et al. 2014). Le derme se subdivise en deux sous-couches :

1. Le derme papillaire, qui est une fine couche de derme située juste sous
I’épiderme et qui englobe les papilles dermiques. I héberge les cellules de
ce tissu conjonctif, les fibroblastes, qui sont réparties d’une facon aléatoire,
et il est constitué de collagene de types I et IIl mélangés a un réseau de fibres
fines et courtes d’élastine, oxytalanes et de fibrillines 1 et 2. Ces fibres sont
finement organisées d une fagon perpendiculaire a 1’épiderme, afin d’assurer
une forte adhérence (Wang, Xu et al. 2015). Cette couche est bien pourvue
de vaisseaux sanguins de la microvascularisation et de terminaisons
nerveuses qui sont sensibles aux stimuli tactiles issues de légeres
déformations de I’épiderme. Ainsi cette partie du derme forme un tissu
nourrissant pour 1’épiderme (Naylor, Watson et al. 2011).

2. Le derme réticulaire, qui est en contact avec I’hypoderme. C’est la partie
la plus épaisse et dense, qui représente 80% de 1’épaisseur du derme. Cette
zone réticulaire est riche en grosses fibres de collagéne I et en fibres
d’¢lastine mature. Enfin, c’est le derme réticulaire qui confere a la peau ses

propriétés de résistance et d’élasticité.

Les principales cellules du derme sont les fibroblastes qui sont des cellules mésenchymateuses
fusiformes produisant tous les composés de la matrice extracellulaire (MEC) viscoélastique et
assurant leur renouvellement. Le derme héberge également différents types de cellules, y
compris les mastocytes, les lymphocytes, les cellules dendritiques et les cellules endothéliales

des vaisseaux sanguins et lymphatiques. Toutes ces cellules baignent dans la MEC.

La MEC est une matrice tres riche en protéines fibreuses (Figure 5), dont les collagenes de type
I et IIT qui représentent 70 % du poids du derme a 1’état sec. Se trouvent également des fibres
élastiques qui représentent 1 a 4 % du poids du derme (Ricard-Blum and Ruggiero 2005) (Jor,
Parker et al. 2013). Les fibres d’élastine sont moins rigides que celles de collageéne, mais elles

offrent a la peau des propriétés d’étirement. Dans ce mélange, nous trouvons aussi les

10
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protéoglycanes, tels que le perlécan, le syndécan ou la décorine, les glycoprotéines de structure
dont les laminines et la fibronectine et les glycosaminoglycanes (GAG) dont le principal, I’acide
hyaluronique, est comme un lubrifiant biologique jouant un r6le important dans la rétention de
I’eau. Le derme contient également des vaisseaux sanguins, des canaux lymphatiques et des
nerfs sensoriels comprenant des terminaisons nerveuses libres et des corpuscules terminaux,
dont les corpuscules de Pacini et ceux de Meissner. Bien que le derme ne subisse pas de
renouvellement continu (au contraire de 1’épiderme), sa MEC est remodelée en réponse a un
stimulus, notamment dans la cicatrisation, ou désorganisée au cours du processus de

vieillissement (Naylor, Watson et al. 2011).
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Figure 5 : La structure des dermes papillaire et réticulaire avec les composantes de la
matrice extracellulaire.

Adapté de (Naylor, Watson et al. 2011)
1.2.4. L’hypoderme

L’hypoderme est la couche la plus profonde et la plus épaisse de la peau. Il est principalement
constitué de cellules dédiées au stockage graisseux connues sous le nom d’ « adipocytes » et
qui sont regroupées dans des lobules. L’hypoderme assure le stockage des lipides,
principalement des triglycérides et acides gras et la libération d’énergie (Driskell, Jahoda et al.
2014). Ainsi, I’hypoderme participe a 1’isolation thermique du corps. Cette couche agit comme
une interface entre la peau et les organes, les os ou les muscles. A mesure que nous vieillissons,

I’hypoderme commence a s’atrophier, ce qui contribue a I’amincissement de la peau.

Le maintien de ’homéostasie de ces différentes couches ainsi que leur bon fonctionnement sont

dépendants du microenvironnement de la peau.
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2. Le microenvironnement de la peau

La peau assure un équilibre entre le corps et le monde extérieur. Cet organe est comparable a
un écosysteme composé de diverses cellules, d’un réseau complexe de biomolécules et d’un
microbiote (Grice and Segre 2011), écosysteme qui interagit en continu et assure le maintien
de son homéostasie. Ce microenvironnement complet est soumis a d’éventuelles modifications
provenant de I’extérieur ou de I’intérieur du corps. Dans ce microenvironnement, les paramétres
physico-chimiques ont toute leur importance (Grillon, Matejuk et al. 2012). Les principaux qui
interviennent dans le maintien de I'intégrité¢ du tissu cutané sont : le pH, I’hydratation, la
température et I’oxygénation. L’interface intérieur/extérieur conduit a la formation de gradients
qui sont adaptés avec toutes les fonctionnalités et le développement de la peau. Ces parametres
sont stables mais peuvent varier en fonction de I’environnement ou du besoin vital de

I’organisme, et ce afin de toujours garder cet équilibre.

2.1. Le pH cutané

Le pH joue un rdle physiologique important dans la nature et chez I’homme. Le pH varie de 1
a 8 dans les organes humains et est sujet a une régulation fine, surtout dans la peau. Il est connu
que la peau est relativement acide. En réalité, il existe tout un gradient de pH en fonction de la
profondeur. Le pH est plutdt neutre dans I’hypoderme et jusqu’a la couche basale de 1’épiderme.
Cependant, a partir de la couche granuleuse, il commence a devenir acide jusqu’a la surface de

la peau, ot il est environ de 4,7 (Lambers, Piessens et al. 2006 , Proksch 2018).

Plusieurs mécanismes contribuent a la formation du gradient de pH cutané, qui est la résultante
de la concentration en ions d’hydrogéne dans les réactions métaboliques. Les principales
réactions responsables de ce gradient de pH dans I’épiderme sont : la production de 1’acide
lactique par le métabolisme épidermique, la dégradation de la filaggrine, la teneur en acides
gras, la libération des mélanosomes et 1’activation des échangeuses d’anions sodium et
d’hydrogene, NHE1, protéines présentes dans les membranes des corps lamellaires des
kératinocytes (Proksch 2018). Le pH de la surface de la peau varie selon plusieurs facteurs : les
régions du corps, 1’age, le sexe et la couleur de la peau. Des différences de pH ont été
démontrées méme au cours du cycle circadien et du cycle saisonnier. D’autre part, le pH varie
avec plusieurs pathologies, notamment un pH élevé a été enregistré chez les enfants qui
souffrent d’eczéma atopique (Eberlein-Konig, Schifer et al. 2000). Le pH cutané joue un rdle
crucial dans le contrdle de divers processus physiologiques, comme la formation d’une barriere

lipidique fonctionnelle. En effet, plusieurs enzymes y compris la glucocérébrosidase et les
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phospholipases qui catalysent la production des précurseurs lipidiques, comme les céramides
apolaires et le cholestérol, sont activées seulement dans un milieu acide (Egberts, Heinrich et
al. 2004) (Figure 6). Lors de la formation de la peau chez un nouveau-né ou bien lors de la
cicatrisation, leurs activations sont retardées a cause du pH neutre. Par ailleurs, un pH acide
approprié joue également un role important dans I’activation des enzymes de dégradation de la
filaggrine (Proksch 2018), et, par conséquent, dans la formation du facteur d’hydratation naturel
(NMF) de la peau, une peau acide étant plus hydratée. Enfin, le microbiote cutané intervient
aussi dans cette acidification. En effet, la peau entretient une relation de symbiose avec sa
microflore, elle lui fournit un biotope adéquat, tandis que cette derniere renforce a son tour les
défenses cutanées en empéchant la colonisation par des bactéries nuisibles (Malik, Dennison et

al. 2016).
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Figure 6 : Le gradient de pH dans la partie supérieure de I’épiderme
et l'activation des enzymes de la différenciation et de la
desquamation de la couche cornée.

Adapté de (Proksch 2018).

2.2. L’hydratation de la peau

La teneur en eau dans la peau est un facteur essentiel pour son homéostasie. Une peau saine
contient plus de 72 % d’eau qui contribue a I’apparence d’une peau normale, non squameuse.

Cette teneur en eau est soigneusement régulée. En effet, un gradient d’hydratation est présent a
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travers les différentes couches (Figure 7). Les plus hydratées sont les couches en profondeur
qui contiennent environ 70 % d’eau, jusqu’a la couche basale de 1’épiderme. Puis la teneur en
eau diminue en fonction de la remontée dans 1’épiderme jusqu’a atteindre 15 a 30 % vers la

couche cornée (Bonté 2011).
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Figure 7 : Le gradient d'hydratation a travers les différentes
couches de la peau.

Adapté de (Draelos 2012)

Ce faible taux d’hydratation aide a la formation de la couche cornée, qui est a son tour
indispensable dans la conservation des solutés et de I’eau de 1’épiderme viable. Plusieurs acteurs
interviennent dans le maintien de ce gradient hydro-transépidermique. Parmi ces acteurs, on
trouve entre outre le NMF dans les cornéocytes qui est composé principalement d’acides aminés
libres, acides lactiques et de minéraux. Ce NMF est produit principalement grace a la protéolyse
de la filaggrine dans les kératinocytes. On trouve également des lipides de la matrice
intercornéocytaire comme les céramides et le cholestérol. La disposition appropriée des
jonctions serrées de la couche granuleuse, et sa teneur en glycérol, agit en complémentarité
pour réguler ce gradient en eau. Au niveau du derme, ’acide hyaluronique, contribue
majoritairement a [’hydratation par sa capacité a retenir 1000 a 10000 fois son poids en eau
(Verdier-Sévrain and Bonté 2007). Ce gradient d’hydratation est nécessaire dans le maintien de

la prolifération et la différenciation des cellules épidermiques.
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2.3. La température de la peau

La peau maintient I’homéostasie thermale du corps par sa pilosité et par la couche graisseuse
de I’hypoderme, ce qui crée une « couverture » pour tous les organes de 1’organisme. Cette
régulation est assurée par une détection des variations de températures par le systeme
neurosensoriel. Il existe deux types de terminaisons nerveuses appelées « thermorécepteurs »
qui sont disséminés dans toute la peau. Les majoritaires, qui se trouvent beaucoup plus dans
I’épiderme, sont sensibles au froid, tandis que les autres, qui se trouvent dans la couche du
derme, sont sensibles a la chaleur. Graces a ces thermorécepteurs, la peau est capable de capter
la moindre modification de la température cutanée, méme les variations rapides (Schepers and
Ringkamp 2009). La température de la surface de la peau est variable selon 1’age : elle est plus

basse chez les personnes agées que chez les jeunes (Geneva, Cuzzo et al. 2019).

2.4. L’oxygénation de la peau et la physioxie

L’oxygene est une molécule vitale pour tous les organismes aérobies et est la source d’énergie
des cellules. Dans le corps humain, la pression partielle en oxygene (pOz) varie
considérablement d’un organe a 1’autre selon la vascularisation des tissus, les besoins
énergétiques et 1’état physiologique. L’oxygene représente 21 % (160 mm Hg) des gaz de
I’atmosphere. Lorsqu’il pénetre dans les poumons, il est chauffé et humidifié par les voies
pulmonaires, et la pression partielle en oxygene diminue autour de 100 mm Hg. Par la suite,
I’oxygene passe dans les capillaires sanguins, se fixe sur I’hémoglobine et est transporté vers

tous les tissus du corps.

2.4.1. Les nomenclatures liées au taux d’oxygeéne
Dans la littérature, la dénomination de la teneur en oxygene dans le microenvironnement, in
vivo ou in vitro, peut préter a confusion car le méme terme peut étre utilisé dans un tout autre
contexte. Le terme hypoxie, par exemple, peut faire référence a un manque d’oxygene ou bien
a un taux plus faible que la normoxie. C’est pourquoi une définition des divers termes semble

indispensable dans cette partie.

24.1.1. Lanormoxie
Le terme normoxie se réfere généralement au taux d’oxygene dans 1'air, ¢’est a dire 21%. Dans
le cas de la culture cellulaire in vitro, il s'agit du pourcentage d'oxygene présent dans 1’air des
incubateurs classiques, qui est d'environ 18.6 % (Wenger, Kurtcuoglu et al. 2015). Ce taux est

aussi parfois appelé hyperoxie pour montrer que les cellules sont a un taux d’oxygene supérieur
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a leur taux physiologique. Il est nécessaire de préter attention au terme normoxie car certaines

études 1'emploient pour désigner un niveau normal d'oxygénation trouvé dans les tissus in vivo.

24.1.2. L’hypoxie
Le mot hypoxie est tres ancien et souvent utilisé dans la littérature pour décrire un taux
d’oxygene tres bas par rapport au niveau physiologique, particulierement dans des conditions
pathologiques induisant un manque d’oxygeéne, telles que I’ischémie ou au sein des tumeurs
cancéreuses. Il faut noter que cette expression est parfois encore utilisée dans la littérature pour

désigner des niveaux d’oxygene physiologiques, c’est-a-dire plus faibles que la normoxie.

2.4.1.3. La physioxie
La physioxie est un terme désormais conventionnel et intégré dans la littérature. Elle se définit
par la pression partielle en oxygene d’un organe donné dans les conditions physiologiques. Le
terme physioxie a d’abord été introduit en 2011 par notre équipe (Carreau, El Hafny-Rahbi et
al. 2011), et, depuis, de nombreuses études 'utilisent pour se référer a ces niveaux d’oxygene

physiologiques.

Dans ce manuscrit nous emploierons le terme physioxie pour les niveaux d’oxygene
physiologiques, normoxie pour les niveaux atmosphériques, dans 1’air ou dans un incubateur,

et hypoxie pour I’insuffisance d’oxygéne.

2.4.2. La physioxie des organes du corps humain
La physioxie des tissus du corps est inférieure au taux d’oxygene de 1’atmosphere, normoxie,
qui est d’environ 21 %. En effet, I’oxygene inspiré se mélange aux gaz de I’appareil respiratoire
et son taux diminue considérablement jusqu’a 14,5 % dans les alvéoles pulmonaires. Une fois
transmis dans le sang a travers les poumons, son pourcentage est réduit a 13 % dans le sang
veineux. A mesure que I’oxygéne est distribué dans les tissus par diffusion sanguine, son taux
chute davantage, atteignant en finale 1,3 a 2,5 % dans certaines cellules (Carreau, El Hafny-
Rahbi et al. 2011). Les différents tissus ne sont pas oxygénés de la méme maniere. Cela dépend
de leur degré de vascularisation et de leur éloignement des capillaires sanguins. De plus, le taux
d’oxygénation mesuré dans un organe est la résultante de I’apport en oxygene mais aussi de sa
consommation, elle-méme liée au métabolisme dans 1’organe. Les taux physiologiques en
oxygene de différents tissus humains sont illustrés dans le Tableau 1. La peau fait partie des

organes peu oxygénés.
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Tissus p0, [mmHg] p0, [%]
Air 160 21.1
Air (trachée) 150 19.7
Air (alvéoles) 110 14.5
Sang veineux 100 13.2
Sang artériel 40 5.3
Cerveau 33.8+2.6 4.4+0.3
Poumon 42.8 5.6
Intestin 57.6+2.3 7.6+0.3
Foie 40.6+5.4 5.4+0.7
Rein 72+20 9.5+2.6
Muscle 29.2+1.8 3.8+0.2
Moelle osseuse 48.9+4.5 6.4+0.6

Tableau 1 : Les valeurs de la pression partielle en oxygene, p02, dans I’air, entre
les poumons et le cceur (sang veineux et artériel), dans les différents tissus
humains exprimées en mm Hg et en pourcentage d'oxygene.

Adapté de (Carreau, El Hafny-Rahbi et al. 2011)
2.4.3. La physioxie cutanée
Dans la peau la microcirculation est tres présente et forme un plexus sous-dermique, dans

I’hypoderme, et, aprés ramifications, un plexus dermique au niveau des papilles dermiques.

Cependant, I’épiderme n’est pas vascularisé. Il est oxygéné par la diffusion passive de
I’oxygene a partir de 2 sources : la premiere provient de I'oxygene de I'air, qui part de la couche
cornée et se diffuse dans I'épiderme jusqu'a la couche basale. Inversement, le deuxieme gradient
commence dans le derme, oxygéné principalement par les capillaires sanguins, et va jusqu’a la
couche basale (Grillon, Matejuk et al. 2012). Cela veut dire que les cellules souches cutanées
ont un taux d'oxygene tres bas, mais celui-ci est parfaitement adapté a leur homéostasie. La

physioxie de la peau est illustrée dans la Figure 8.

Différentes méthodes ont été congues pour mesurer les taux d’oxygene dans les différentes
couches de la peau. Ainsi, a I’aide de microélectrodes, les niveaux d’oxygene mesurés
augmentent avec la profondeur, passant de 8 mm Hg dans des strates de 1’épiderme a environ
40-50 mm Hg pres du plexus papillaire dermique (Wang, Winlove et al. 2003). L’épiderme, qui
est dépourvu de vaisseaux sanguins, possede un gradient d’oxygene allant de 21 mm Hg dans
la couche basale pres des papilles dermiques a 14 mm Hg dans la couche épineuse et 7 mm Hg

dans la couche granuleuse proche de la couche cornée (Carreau, El Hafny-Rahbi et al. 2011).
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Comme les poumons, la peau est un organe directement exposé a I’oxygene atmosphérique. De
ce fait, la couche superficielle de la peau est oxygénée par le biais de 1’oxygene atmosphérique.
Environ 266 a 375 um de la peau sont alimentés par 1’oxygene externe, ce qui contribue de
maniere significative a I’approvisionnement en oxygene de I’épiderme et en partie du derme

humains (Stiicker, Struk et al. 2002, Grillon, Matejuk et al. 2012).
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Figure 8 : Les gradients d’oxygéene dans la peau.
Adapté de (Grillon, Matejuk et al. 2012)
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3. Le vieillissement de la peau

Le microenvironnement de la peau tout comme sa structure et ses activités sont altérés au cours
du vieillissement. Le chapitre suivant décrit ces modifications et les mécanismes moléculaires

qui contribuent a la physiopathologie du vieillissement cutané.

3.1. Les généralités concernant le vieillissement cutané

Le vieillissement de la peau est tout particuliecrement important du fait de son impact social. 11
est visible et, en outre, il constitue un support idéal pour étudier le processus général de
vieillissement de I’organisme. La compréhension de ces mécanismes est nécessaire pour
envisager une prise en charge adaptée. En effet, avec I’allongement de la durée de vie, la
demande est de plus en plus forte pour des traitements visant a ralentir 1’apparition ou atténuer

les signes du vieillissement.

La peau représente le principal témoin des altérations liées a la fois a l'avancement
chronologique et a I'environnement externe. Ces altérations sont illustrées par plusieurs signes
morphologiques, comme les rides, les taches, le relachement des tissus et I’apparence d’une
peau vieillie. Toutes les manifestations du vieillissement de la peau sont le résultat des
modifications au niveau des différentes couches de la peau et des cellules qui maintiennent son
homéostasie. Le vieillissement de la peau est le résultat de deux processus superposés : le
vieillissement « intrinseque » et le vieillissement « extrinseque ». Le vieillissement intrinseque
est la conséquence du vieillissement physiologique des cellules et des tissus alors que le
vieillissement extrinseque est un vieillissement accéléré par 1’exposition a des facteurs externes
tels que les rayonnements UV et les polluants ainsi qu’a des habitudes néfastes. En
conséquence, il est seulement possible d’agir par la prévention sur le vieillissement extrinseque.
Les signes morphologiques entre ces deux mécanismes sont différents : amincissement ou
épaississement de I’épiderme, profondeur des rides (Yaar, Eller et al. 2002). Cependant, au

niveau moléculaire, plusieurs processus sont communs.
3.2. Le vieillissement intrinseque

L’ensemble des organes du corps dont fait partie la peau est programmé pour vieillir. Le
vieillissement intrinséque ou chronologique est principalement d’origine génétique. Ses effets
sont visibles particulierement sur cet organe. La peau reflete également les carences liées au

vieillissement dans tout le corps humain. Ainsi, I’horloge biologique affecte I’ensemble des
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organes de la méme maniere, provoquant une dégénération irréversible des tissus. Le
vieillissement chronologique de la peau est visible sur les parties protégées du soleil. Avec
I’age, les différentes couches de la peau se dégradent et perdent peu a peu leurs structures

normales et leurs fonctions.
3.2.1. Les manifestations du vieillissement intrinseque

3.2.1.1. Les atteintes de I’épiderme

Les altérations biologiques dans 1’épiderme des personnes agées se situent au niveau de la
couche basale de I’épiderme. En effet, les kératinocytes souches qui se trouvent a ce niveau ne
répondent plus aux signaux prolifératifs. En revanche leur nombre reste constant quel que soit
I’age de I’individu (Zouboulis, Adjaye et al. 2008). Par conséquent, 1’épiderme se renouvelle
plus lentement et s’amincit ce qui favorise la formation des rides fines (Lavker 1979).
Cependant I’épiderme reste une couche moins touchée par le vieillissement intrinseque du fait
de sa capacité d’auto-renouvellement par comparaison au derme (Giangreco, Qin et al. 2008).

Il y a peu de dérégulation de la pigmentation dans ce type de vieillissement.
3.2.1.2. Les atteintes de la jonction dermo-épidermique

Avec I’age, la hauteur des papilles dermiques diminue, ce qui entraine un aplatissement de la
jonction dermo-épidermique (Roig-Rosello and Rousselle 2020). Par conséquent, la surface
d’échange entre 1’épiderme et le derme est réduite. L apport de nutriments et d’oxygene a
I’épiderme est donc limité ce qui influence I’intégrité et ’homéostasie de 1’épiderme. La
conséquence est la diminution de D’expression des constituants de la jonction dermo-
épidermique par les cellules du derme et I’épiderme, comme la laminine-332 (Yamada,

Hasegawa et al. 2018), I'intégrine a6p4, les collagenes IV, VII (Langton, Halai et al. 2016).
3.2.1.3. Les atteintes du derme

Le vieillissement intrinseque est caractérisé par une atrophie du derme qui se manifeste par une
réduction de 1’¢lasticité, de I’extensibilité de la peau et par I’accentuation de sa rigidité. Ceci
est dfi, d’une part, a la diminution du nombre de fibroblastes et, d’autre part, au ralentissement
de leur activité conduisant a une plus faible densité des fibres élastiques et de collagene (Quan,
Qin et al. 2012). D’un point de vue ultrastructural , les principales modifications de la peau agée

sont localisées dans la MEC dermique. Des images topographiques de fibres de collagene au
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microscope a force atomique montrent des fibres denses et bien structurées chez les jeunes. En
revanche, les fibres des peaux agées sont dégradées et désorganisées (Quan and Fisher 2015).
Ces altérations affectent 1’intégrité structurelle et les propriétés mécaniques de la peau, ce qui
contribue a I’apparition des rides. Par ailleurs, la perte de la graisse de I’hypoderme en raison
de I’age contribue au relachement de la peau et a la formation de rides (Bonté, Girard et al.

2019).

3.3. Le vieillissement extrinseque

Le vieillissement extrinseque est également connu sous le nom de « vieillissement prématuré »
ou de « photovieillissement ». C’est un modele qui a été proposé depuis 1969 et qui consistait,
outre les facteurs intrinseéques, en une exposition au soleil accélérant ainsi le vieillissement de
la peau. Aujourd’hui, le vieillissement extrinséque est induit par la synergie de plusieurs
facteurs et d’habitudes néfastes, par exemple 1’exposition au soleil et a la pollution
environnementale, le tabagisme, une mauvaise alimentation, la consommation d’alcool, le
manque de sommeil ou encore le stress (Figure 9). Ces facteurs, connus sous le nom
« exposome » (Wild 2005), entrainent davantage de dommages et accélerent fortement le
vieillissement cutané. La peau photovieillie, comme son nom 1’indique, concerne les zones
régulierement exposées au soleil, celles localisées surtout sur le visage, le cou, les mains et,

moins fréquemment, sur les bras et les jambes (Figure 10).
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Figure 9 : Les différents facteurs de 1'exposome impliqués

dans le photovieillissement.
Adapté de (Krutmann, Bouloc et al. 2017).
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Plus de 80 % du vieillissement de la peau du visage est dii a une exposition chronique aux
rayons UV de faible intensité (Friedman 2005). La peau de ces zones apparait tres seche,
rugueuse avec de profondes rides, des taches de pigmentation et une dilatation des vaisseaux
sanguins, ce qui est différent de la peau non exposée qui a subi uniquement un vieillissement

intrinseque et moins d’altérations.

Figure 10 : Une photo illustrant le contraste entre ’abdomen,
protégé du soleil, et le dos de la main, fréquemment exposé au
soleil, chez une femme de 91 ans.

Adapté de (Kosmadaki and Gilchrest 2004, Bonté 2011).

3.3.1. Les principaux facteurs de I’exposome

3.3.1.1. Les rayonnements solaires (UV)
La peau est I’organe le plus exposé au rayonnement solaire. Ce sont des rayons invisibles d'une
longueur d'onde comprise entre 200 et 400 nm. Il y a trois types d'UV, chacun ayant ses propres
effets biologiques : UVA (320400 nm), UVB (280-320 nm) et UVC (200-280 nm).
L’exposition aux rayons solaires est le principal facteur du vieillissement cutané extrinséque.
Les rayons ultraviolets provoquent des altérations des composants cellulaires qui conduisent a
la dégradation de la matrice dermique, a la modification de la composition lipidique du stratum
corneum. Par ailleurs, ils stimulent un processus de défense : la pigmentation de la peau. Du
fait des différences de pigmentation et de capacité antioxydante entre les individus, les peaux
alors sont plus ou moins protégées de ces dommages. Les UV sont de puissants agents
mutagenes et leurs réactions au niveau de la peau sont susceptibles de déclencher ou d'exacerber
des pathologies a médiation immunitaire ou plus grave encore, de causer des cancers graves.

Les radiations UV sont responsables notamment du développement de 65 % des mélanomes
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cutanés (Lo and Fisher 2014), en particulier chez les individus a peau claire. Par ailleurs,
I’exposition a des UVC artificiels endommage 1I’ADN et augmente considérablement le risque

de développer des cancers de peau (Pfeifer, You et al. 2005).

Cependant, les UV sont aussi bénéfiques pour 1’organisme car ils permettent par exemple la
production de vitamine D3 dans I'épiderme (UVB). De plus, suivant la position géographique
et la période de la journée, les effets des UV ne sont pas les mémes (Maverakis, Miyamura et
al. 2010). Le soleil induit des dommages sur la peau d’'une maniére directe ou indirecte via le
stress oxydant. Les détails de ces mécanismes moléculaires sont décrits dans la partie suivante

(Les Ros et les défenses antioxydantes).

3.3.1.2. La pénétrance des UV dans les tissus cutanés
Environ 95 % des UV qui atteignent la surface de la Terre sont des UVA. Les rayons UVA,
dont les longueurs d'onde sont plus longues, peuvent pénétrer en profondeur dans le derme
tandis que les rayons UVB, avec des longueurs d’onde plus courtes, sont absorbés
superficiellement dans 1’épiderme (Figure 11). Pratiquement aucun rayonnement UVC ne

pénetre dans l'atmosphere, car ils sont bloqués par la couche d’ozone.

Epidermis

Hypodermis Dermis

Figure 11 : La capacité de pénétration des rayonnements
ultraviolets a travers les couches de la peau.
Adapté de (Mintie, Singh et al. 2020).
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Dans la peau, les UV A peuvent induire une production accrue des espéces réactive de I’oxygéne
(ROS), suite a leur absorption par des chromophores de la peau comme la mélanine. Par
conséquent, les UVA jouent un role majeur dans la progression du photovieillissement (Ou-
Yang, Stamatas et al. 2004, Prasad and Pospisil 2012). Les UVB sont relativement peu
abondants pour atteindre la surface de la Terre, mais ils ont beaucoup plus d'énergie que les
UVA. Les rayons UVB briilent directement la peau et endommagent les cellules superficielles

(Maverakis, Miyamura et al. 2010).
3.3.1.3. Les effets directs des UV sur la peau

1) Les dommages a ’ADN
Les UV sont des agents génotoxiques treés puissants qui sont reconnus pour étre la principale
cause de photocancérogenese. Les rayons UVB passant a travers 1'épiderme sont absorbés
directement par ' ADN des kératinocytes. Cette énergie provoque des réactions photochimiques
dans la double hélice, produisant en conséquence des photodimeres, en raison de la formation
de liaisons covalentes entre les bases pyrimidiques adjacentes. Les photodimeres qui se
forment, se différencient par la position du carbone inclus dans leurs liaisons, a savoir les
cyclobutanes (CPD) et les photoproduits 6-4. Les cyclobutanes sont les plus fréquents, mais ils
sont les moins détectés et réparés par le systeéme de réparation de I’ADN, et ainsi des mutations
sont introduites dans le génome. Les CPD sont responsables de la plupart (~80 %) des
mutations induites par les UVB (Nakajima, Lan et al. 2004). Récemment, il a été montré que
ce type de lésions est produit également par les UVA, principalement des CPD TT, mais moins
fréquemment qu’avec les UVB. En revanche il a été rapporté que les CPD formé par les UVA
persistent plus longtemps dans I’ADN (Premi, Wallisch et al. 2015). La formation des
photoproduits 6-4 est moins fréquente par rapport a celle des CPD (Douki and Cadet 2001). En
revanche, leur élimination par la cellule est trés rapide parce qu’ils induisent une forte distorsion
de la double hélice, empéchant ainsi I’ADN polymérase de progresser et cela provoque 1’arrét
du cycle cellulaire. La présence de ces lésions d’ADN constitue une signature dans les cancers

de la peau et serait la cause de 80% de ces cancers.

2) Les dommages a la mitochondrie
Les mitochondries possedent leur propre ADNmt (ADN mitochondrial) qui code les enzymes
de la chaine respiratoire, principale source d’énergie pour la cellule. La présence d’une
altération au niveau de I’ADNmt est a I’origine du dysfonctionnement de cette organelle. Ainsi,

une mutation dans le géne de la polymérase mitochondriale induit une 1étalité précoce chez la
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souris et I’accélération des signes de vieillissement dans tout le corps, particulierement au
niveau de la peau. (Trifunovic, Wredenberg et al. 2004). Par ailleurs, I’ADNmt est tres
susceptible aux dommages par les UV. Ceci est dii a plusieurs facteurs, tels que sa structure qui
est exempte d’introns, donc 95% de son génome est composé de séquences codantes. Il n’a pas
non plus d’histones protectrices, et il est dépourvu aussi de mécanismes de réparation de I’ADN
par rapport a I’ADN nucléaire (Tulah and Birch-Machin 2013). En conséquence, I’exposition
aux UV induit en particulier la formation de cyclobutanes pyrimidiques comme au niveau de
I’ADN nucléaire. Celles-ci persistent dans le temps, et jusqu’au déclin fonctionnel des
mitochondries. Ainsi, ces mutations sont utilisées comme biomarqueurs des dommages causés
par les UV dans la peau (Birch-Machin and Swalwell 2010). Enfin, les dommages causés a
I’ADNmt modifient la chalne respiratoire et son fonctionnement, et, par conséquent,
augmentent la production de ROS, qui peuvent a leur tour endommager davantage I’ADNmt

(Tulah and Birch-Machin 2013).

3) Les dommages aux protéines
La majorité des dommages induits par les UV sur les protéines se situent au niveau des chaines
latérales des résidus aromatiques comme la phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane,
I’histidine ou encore sur la cystéine. Les autres acides aminés et liaisons peptidiques absorbent
tres peu la lumiere UV mais les réactions de photo-oxydation directe et les especes radicalaires
peuvent également jouer un réle, en particulier avec les UV de courte longueur d'onde. Les UV
induisent une variété de réactions, y compris des processus radicalaires et des réactions
d'ouverture de cycle, qui conduisent finalement a la perturbation de la structure des protéines.
Dans la peau, ces oxydations arrivent généralement dans le derme apres une exposition a des
UVA. Ainsi les modifications structurales des protéines provoquent la perte de leur fonction ou

leur activité, ce qui accélere davantage le vieillissement de la peau (Sander, Chang et al. 2002).

3.3.1.4. La pollution de I’air
Selon I’OMS, environ 7 millions de déceés surviennent chaque année a travers le monde en
raison de maladies causées par la pollution atmosphérique. En effet, la pollution est définie
comme ¢tant celle de I’air contaminé par des agents physiques, chimiques ou biologiques.
Plusieurs molécules telles que le monoxyde de carbone, I’0zone ou le dioxyde de soufre sont
capables de se propager dans la peau et contribuent notamment a accélérer le vieillissement.
Plusieurs études épidémiologiques constatent que la pollution induit le développement de
symptomes liés au vieillissement accéléré, y compris l'apparition de taches pigmentaires

(Vierkotter, Schikowski et al. 2010, Hiils, Vierkotter et al. 2016) et 1’apparition des rides (Hiils,
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Schikowski et al. 2015). Ces polluants induisent I’activation des voies de signalisation médiées
par le facteur de transcription AhR (récepteur d'hydrocarbures aromatiques), responsable de la
transcription des enzymes impliquées dans les mécanismes de vieillissement de la peau comme

les MMPs (Dupont, Gomez et al. 2013).

3.3.1.5. Le tabagisme
Le tabac fait partie des principaux acteurs capables d’induire 1’apparition des rides du visage.
Une étude sur des jumeaux a évalué que 10 ans de tabagisme correspondaient a une différence
d'apparence d'environ 2 ans et demi de plus (Ph and Gabrielle 2013). Le tabac agit sur le derme
et entraine I’accumulation d’agrégats d’¢lastine et de protéoglycanes. Il induit également
I’expression des MMPs qui dégradent les composants de la MEC et il altere la biosynthese du
collagene. Les constituants du tabac suivent apparemment la méme voie de signalisation que

les polluants par I’intermédiaire du facteur de transcription AhR (Morita, Torii et al. 2009).

3.3.1.6. La nutrition
Plusieurs pathologies cutanées apparaissent lors de déséquilibres nutritionnels, mettant en
évidence un lien entre nutrition et peau. La consommation de nourriture malsaine est associée
a toutes sortes de problemes cutanés, allant de 1'acné aux signes du vieillissement cutané. La
surconsommation de produits sucrés accélere 1'apparition des rides (Draelos 2019). A l'inverse,
une alimentation saine et riche en antioxydants, telle qu'une alimentation riche en vitamine C,

peut retarder 1'apparition des signes du vieillissement (Cosgrove, Franco et al. 2007).

3.3.1.7. Les autres facteurs : le stress, le manque de sommeil, les variations
de température
Le stress psychologique et le manque de sommeil affectent le systeéme nerveux et induisent un
dysfonctionnement chronique du systeme immunitaire médié par le stress oxydant. Un
mécanisme majeur dans le vieillissement de la peau (Dunn and Koo 2013). Il a été rapporté
également que le stress induit une diminution de la perméabilité épidermique et une

détérioration de la fonction barriere de la peau (Fukuda, Baba et al. 2015).

Le manque de sommeil provoque un changement de ’aspect du visage. La peau est terne,
fatiguée et des cernes apparaissent autour des yeux. Sur le plan du vieillissement cutané, une
étude menée aupres de 60 femmes a révélé que celles qui dormaient moins de cinq heures par
nuit présentent plus de signes de vieillissement intrinseques et ont une fonction de barriere

cutanée réduite (Oyetakin-White, Suggs et al. 2015).
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Une augmentation de température est observée lorsque la peau est exposée au soleil, notamment
pendant les périodes de chaleur élevée. Ces variations de température stimulent la formation de
nouveaux vaisseaux, le recrutement des cellules inflammatoires et causent des dommages

oxydatifs a I’ADN, ce qui participe a I’accélération du vieillissement (Lee, Jung et al. 2012).

3.3.2. Les manifestations du photovieillissement de la peau
Sur le plan histologique, le vieillissement cutané extrinseque se caractérise par des rides
profondes, un relachement de la peau, une rugosité, une pigmentation altérée et une présence

de vaisseaux sanguins sous la surface de la peau.

3.3.2.1. Les atteintes de I’épiderme
A la différence du vieillissement intrinseéque, la peau photovieillie se caractérise par un
épaississement de I’épiderme (Kligman 1989). En effet, cela se produit en particulier par
I’accumulation de cornéocytes en surface, suite de la non-dégradation des desmosomes
(Makrantonaki and Zouboulis 2007). En outre, apres une exposition aux UV, une surexpression
de I’involucrine est constatée dans la couche cornée, ce qui signifie que la différenciation des
kératinocytes est fortement altérée. Dans la couche basale de I’épiderme photoendommagé,
I’expression de la chaine B1 des intégrines, un marqueur de cellules souches épidermiques
nécessaire a leur ancrage sur la JDE, est considérablement réduite. Il en résulte donc une
diminution du potentiel prolifératif de ces cellules et une fragilisation des liaisons avec la
matrice extracellulaire du derme (Bosset, Bonnet-Duquennoy et al. 2003, Makrantonaki and
Zouboulis 2007). La peau photovieillie a une apparence terne et une pigmentation irréguliere.
L’exposome affecte le nombre de mélanocytes fonctionnels dans I’épiderme et alteére également
les échanges entre les mélanocytes et les kératinocytes. Ceci a pour conséquence un
dysfonctionnement de la barriere de protection contre les UV (Brenner and Hearing 2008,

Kang, Lee et al. 2021).

3.3.2.2. Les altérations de la jonction dermo-épidermique
L’apparition des rides est fortement li¢e a la jonction dermo-épidermique, qui sert a I’ancrage
de I’épiderme sur le derme. Dans la peau photovieillie, la JDE est plus aplatie et les
invaginations des papilles dermiques sont diminuées, ce qui réduit le contact et le maintien des
différentes couches. Ces modifications sont dues a la perturbation de 1’expression de plusieurs
molécules structurales de la JDE par I’exposome, notamment la diminution de I’expression de
I’intégrine B1 au niveau des kératinocytes de la lame basale (Bosset, Bonnet-Duquennoy et al.

2003). On constate également une diminution drastique de la laminine 332 et des collagenes IV
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et VII en raison d’une dégradation accrue par les MMPs surexprimées sous les effets des UV
(Amano 2009). La modification dans les kératinocytes, fibroblastes (sénescence) et la

composition de la MEC contribuent fortement a la diminution des constituants de la JDE.

3.3.2.3. Les atteintes du derme
L’exposition aux UV provoque une modification profonde des composants de la MEC et de
leurs quantités. Les UVB, qui ne pénéetrent pas dans le derme, induisent la synthese des MMPs
par les kératinocytes épidermiques, ce qui conduit a la dégradation des collagenes de type I et
III, provoquant la désorganisation ainsi que la dégradation progressive de la MEC dermique
(Quan and Fisher 2015) (Figure 13). Les UV induisent un phénotype appelé 1’« élastose
solaire ». En effet, les fibroblastes produisent et sécretent plus d’élastase, ce qui entraine la
dégradation de I’élastine et la formation d’agrégats de protéines tronquées, associés a des
glycosaminoglycanes (Figure 12). Des études récentes montrent également que les UVA
modifient la structure de [’élastine et rendent ses extrémités accessibles aux protéases
(Larroque-Cardoso, Camaré et al. 2015). Les UVA agissent ¢galement sur la synthése d’autres
molécules de la MEC du derme, sur la teneur en GAG dermiques et en glycoprotéines, sur la
diminution de la synthése de 1’acide I’hyaluronique, un composant clé dans I’hydratation de la
peau, via I’inhibition des enzymes acide hyaluronique synthétases (Tigges, Krutmann et al.

2014).

3.3.2.4. Les atteintes de la microcirculation
Les niveaux d'oxygene dans la peau varient en fonction de plusieurs facteurs parmi lesquels
I'age. Pendant le développement embryonnaire, la vascularisation des différentes couches de la
peau se construit dans un microenvironnement hypoxique (Scheid, Wenger et al. 2002). Apres
la naissance, les couches superficielles de la peau entrent en contact avec l'oxygene
atmosphérique afin de continuer la maturation de la peau. Cependant, durant le vieillissement,
des altérations structurelles et fonctionnelles des cellules de la peau deviennent récurrentes et
par conséquent, impactent la microcirculation, ainsi que 1'oxygénation. En effet, on constate
une diminution de la densité et une désorganisation de la microcirculation, ce qui affecte le
controle du flux sanguin. Plusieurs études ont révélé que la teneur en oxygene transcutanée

diminue avec 1'age (Ogrin, Darzins et al. 2005, Low, Alimohammadiha et al. 2021).
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Collagen Elastic fibres Glycosaminoglycans

Vieillissement intrinseéque

Intrinsic ageing

Jeune

Extrinsic ageing

Vieillissement extrinseque

Figure 12 : Le remodelage des constituants de la matrice extracellulaire dans les vieillissements
intrinseque et extrinseque par comparaison a la peau d’un jeune.
Les collagenes dermiques, les fibres élastiques et les glycosaminoglycanes subissent un remodelage
significatif, mais différentiel, entre ces deux types de vieillissement.
Adapté de (Naylor, Watson et al. 2011)

Dans le cas du photovieillissement, un effet supplémentaire est observé selon la dose et le temps
d’exposition au soleil. Aprés une exposition aigu€, le rayonnement UV stimule I'angiogenese
en induisant la production de VEGF (vascular endothelial growth factor) et en réprimant celle
de la thrombospondine-1, un puissant inhibiteur de I'angiogenese. Les vaisseaux néosynthétisés
sont hyperperméables ce qui provoque 1I’échappement des médiateurs pro-inflammatoires, qui
induisent une inflammation au niveau du tissu cutané et entrainent la dégradation de la MEC.
A long terme, dans la peau photovieillie, la vascularisation est fortement réduite (Chung and

Eun 2007).
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Un autre aspect de la peau photovieillie est la télangiectasie, qui correspond a la dilatation de
petits vaisseaux sanguins superficiels qui sont concentrés davantage sur le visage et le cou. Ceci
est dii a un dysfonctionnement des cellules endothéliales qui se caractérise par une altération
dans I’expression des molécules d’adhérence, une capacité angiogénique réduite ainsi que par
une perturbation dans les fonctions de vasodilatation. Le tabac et I’alcool accentuent

I’apparition de ce type de vaisseaux (Scioli, Bielli et al. 2014).

3.4. L’influence du vieillissement sur les propriétés fonctionnelles

de la peau

Les manifestations cliniques de ces deux types de vieillissement different également par
I’aspect de la peau, notamment la profondeur des rides, la présence ou non de taches d’hyper-
ou d’hypo-pigmentation et I’apparition de vaisseaux sanguins a la surface de la peau. Au niveau
tissulaire, certaines conséquences sont similaires entre les deux types de vieillissement et les
processus moléculaires sont tres semblables entre les deux modeles. Enfin, les deux
mécanismes, et en particulier le photovieillissement, alterent les fonctions de la peau et la

rendent sujette a d’autres maladies, notamment les cancers de la peau.

Les signes du photovieillissement de la peau sont faciles a détecter (Figurel3). Les rides se
multiplient, s’approfondissent et la peau s’affaisse, se déforme et s’asseche. La pigmentation
devient plus irréguliere avec 'apparence des taches, des télangiectasies et le teint perd de son
éclat (Makrantonaki and Zouboulis 2007). A la suite de tous ces changements structuraux, la
peau perd également ses fonctions avec l'age. La fonction barriere est modifiée, ce qui rend la
peau plus sensible aux infections et aux agressions extérieures. La dégradation des composants
de la matrice extracellulaire perturbe le gradient d'hydratation et le pH de la peau, ce qui donne
a la peau un aspect sec. En outre, la différenciation des kératinocytes est altérée donc I’auto-
renouvellement de 1’épiderme est ralenti, ce qui affecte I'homéostasie épidermique. La
perturbation de la mélanogenese empéche la photoprotection (Lee et al. 2021), ce qui rend la
peau plus susceptible de développer des cancers. De plus, les perturbations dans 1'organisation
de la microcirculation alterent la fonction de la thermorégulation et le role sensoriel de la peau
(Ogrin, Darzins et al. 2005, Low, Alimohammadiha et al. 2021). Enfin, ces modifications ont
¢galement un grand impact sur 1I’équilibre du microbiote cutané qui intervient dans la protection

de la peau.
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Figure 13 : Le vieillissement unilatéral.

Présence du vieillissement intrinseque et du photovieillissement sur une méme
personne. Une photographie du visage d'un conducteur de camion de 69 ans, qui a un
coté gauche avec des rides trés marquées et une hyperkératose due a 1'exposition au
soleil tout au long de sa carriere par rapport a son coté droit protégé.

Adaptée de (Gordon and Brieva 2012).

3.5. Les principaux mécanismes impliqués dans le vieillissement

Différents mécanismes moléculaires ont été associés au vieillissement de la peau. Parmi les
mécanismes les plus importants, le raccourcissement des télomeres, la sénescence cellulaire et

le stress oxydant qui sera détaillé dans le chapitre suivant.

3.5.1. Le raccourcissement des télomeres
Les télomeres sont des répétitions de 7000 a 12000 pb de la séquence TTAGGG, placés aux
extrémités des chromosomes. Leur role est d’assurer la protection et I’intégrité de ’ADN. Dans
la plupart des cellules normales, les télomeres se raccourcissent d’environ 50 a 100 pb a chaque
mitose. Par conséquent, le nombre de divisions cellulaires est limité a 50-70 (Nakamura,
Izumiyama-Shimomura et al. 2002). Au bout d’un seuil critique de raccourcissement, I’ADN
n’est donc plus protégé, ce qui entraine 1’activation de I’apoptose, la sénescence ou ’arrét du
cycle cellulaire. Dans la peau, le raccourcissement des télomeres peut aussi étre accéléré par
I’action des UV ou par les dommages oxydatifs induits par ces rayonnements, engendrant ainsi

I’apoptose via la signalisation médiée par le facteur de transcription p53 (Kosmadaki and
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Gilchrest 2004). Les télomeres servent ainsi d’horloge biologique en indiquant aux cellules
qu’elles sont encore jeunes ou vieilles. Donc, ce mécanisme est fortement 1i¢ au vieillissement

intrinseque de la peau.

Par ailleurs, la séquence TTAGGG peut étre synthétisée via une enzyme appelée « la
télomérase ». Son expression est conservée dans les cellules embryonnaires, cancéreuses et
germinales. Dans la peau, I’épiderme est I'un des rares tissus régénératifs qui expriment une
télomérase active au niveau des kératinocytes de la lame basale, mais son expression est
introuvable dans le derme (Boukamp 2005). Il a ét€ montré que I’activité de la télomérase peut
inverser le phénotype de sénescence dans des peaux reconstruites, dans lesquelles les
fibroblastes sont peu prolifératifs (Funk, Wang et al. 2000). La présence de la télomérase dans
I’épiderme remet en question I’implication du raccourcissement des télomeres dans le
vieillissement de la peau (Krunic, Moshir et al. 2009). En revanche, la présence de cette enzyme
est peut-Etre liée a d’autres roles. En effet, il a été montré que le role de la télomérase ne se
limite pas a la protection des télomeres. Elle intervient aussi comme antioxydant, comme
régulatrice dans I’inflammation, dans 1’expression génique et la prolifération cellulaire, afin
que les cellules fassent face a des facteurs externes (UV) et internes (ROS) (Ségal-Bendirdjian
and Geli 2019). Ce mécanisme constitue un point commun entre les deux types de
vieillissement (Kosmadaki and Gilchrest 2004). Les télomeres étant décrits comme
responsables de la longévité, le maintien de I’activité télomérase pourrait constituer la base
d’une approche tres intéressante en médecine régénérative et en cosmétique (Jacczak and Rubis

2021).

3.5.2. La sénescence cellulaire
La sénescence cellulaire est un arrét irréversible du cycle cellulaire a la phase G1. Elle a été
découverte pour la premiere fois en 1961 par Hayflick et Moorhead, qui ont remarqué 1’arrét
de la prolifération des fibroblastes apres un certain nombre de divisions cellulaires (Hayflick
and Moorhead 1961). Par la suite la sénescence cellulaire a été associée a plusieurs mécanismes
moléculaires, notamment au raccourcissement des télomeres, a ’accumulation des dommages
a I’ADN et au stress oxydant. Elle se caractérise par des changements morphologiques,
métaboliques et fonctionnels. Les cellules sénescentes s’accumulent avec 1’age et peuvent

accélérer le vieillissement, ainsi que les maladies associées a 1’age (Varani, Dame et al. 2006).
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3.5.2.1. La sénescence des cellules cutanées dans I’épiderme
Les kératinocytes de la lame basale de 1’épiderme expriment la télomérase et peuvent ainsi
conserver la longueur de leurs télomeres pendant le vieillissement intrinseque. Les
kératinocytes souches se multiplient et génerent des cellules progénitrices qui se détachent de
la membrane basale et migrent progressivement vers la surface de 1’épiderme en se différenciant
en cornéocytes. Ce processus continu permet a 1’épiderme 1’élimination des dommages par
desquamation, empéchant ainsi leur accumulation et rendant le compartiment tissulaire
relativement résistant au stress. Cependant les UV induisent 1’accélération du raccourcissent
des télomeres. A un niveau tres élevé de dommages, par exemple apres UV, les kératinocytes
entrent en apoptose, un phénomene qui est remarqué dans ce type cellulaire, plus que la

sénescence, au contraire des fibroblastes.

Dans I’épiderme, les mélanocytes peuvent aussi entrer en sénescence. Ces cellules sont tres peu
prolifératives, ce qui rend peu probable qu’ils subissent une sénescence réplicative. Cependant,
il a été montré que les mélanocytes entrent facilement en sénescence suite au raccourcissement
de leurs télomeres. Ceci a été reconnu comme un mécanisme important a cibler pour supprimer
le développement des mélanomes (Suram, Kaplunov et al. 2012). Des mélanocytes exprimant
des marqueurs de sénescence, dont un taux élevé de pl6INK4a, ont été tres fréquemment
observés dans la peau humaine agée et associés a I’hyperpigmentation et a d’autres marqueurs
morphologiques de 1’age biologique (Waaijer, Gunn et al. 2016, Victorelli, Lagnado et al.
2019). Le mélanocyte constitue donc la cellule la plus sénescente de 1’épiderme. De plus ces
mélanocytes sont capables d’induire la sénescence des kératinocytes par voie paracrine, car des
kératinocytes sénescents sont retrouvés tout autour des mélanocytes (Victorelli, Lagnado et al.

2019).

3.5.2.2. La sénescence des cellules cutanées dans le derme
Les fibroblastes du derme proliferent lentement par comparaison aux kératinocytes de
I’épiderme. Leur sénescence est induite donc par I’accumulation de protéines mal repliées, et
par I’abondance de dommages a I’ADN. De plus, cet effet est accentué par leur systeme de
réparation qui est moins efficace que celui du kératinocyte. Par ailleurs, la morphologie des
fibroblastes dermiques change au cours du vieillissement et les cellules deviennent plus petites.
Par conséquent, elles réduisent leur interaction avec les composants de la MEC de 80% dans le
vieillissement chronologique (Varani, Dame et al. 2006). Cette modification implique des
altérations dans leur fonction, notamment elles produisent moins de procollagéne 1 et en

revanche expriment plus de protéases (MMP1) (Cole, Quan et al. 2018).
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3.5.2.3. Les biomarqueurs des cellules sénescentes
Plusieurs biomarqueurs peuvent caractériser la sénescence cellulaire, le plus répandu est
I’expression de la B galactosidase lysosomale (Senescence-Associated B-Galactosidase, SA-B-
Gal), dans la peau son activité augmente avec I’age. Un autre est la diminution de la lamine B1,
protéine structurale des noyaux. De multiples biomarqueurs de la sénescence sont constitués
par la corrélation accrue des inhibiteurs du cycle cellulaire, y compris pl6INK4a,
p21WAF1/CIP1, p53, ARF, pl5 et p27, et par la corrélation inverse avec certaines protéines
liées a la prolifération. Les dernieres études ont démontré que les cellules sénescentes ont la
capacité de relarguer tout un panel de molécules assemblées sous le nom SAPS (senescence-

associated secretory phenotype) (Low, Alimohammadiha et al. 2021).
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4. Les ROS et les défenses antioxydantes dans la peau

Le stress oxydant est considéré comme le principal mécanisme du photovieillissement. C’est
aussi un mécanisme majeur de plusieurs pathologies. Il se définit par un déséquilibre entre une
forte concentration en especes réactives de l'oxygeéneet un systtme antioxydant pas

suffisamment efficace pour les neutraliser.

4.1. Les différents ROS

Le terme « especes réactives de l'oxygene » ou ROS se réfere aux métabolites secondaires
dérivés de la réduction de I'oxygene. Ces molécules sont chimiquement instables du fait de la
présence d'un ou de plusieurs électrons non appariés sur leurs couches périphériques. Chaque
espece possede une structure différente et est caractérisée par son temps de demi-vie et son
degré d'instabilité. Les principales formes d’espéces réactives de 1’oxygeéne sont présentées

dans le Tableau 2 et la Figure 14.

Espéces réactives Formule Demie vie Propriétés

Trés réactif et instable
L'Oxygéne Singulet 10, microsecondes Produit directement sous I'effet
des UV sur dioxygene

Moins réactif
LAnion Superoxyde 0, microsecondes Précurseurs des autres ROS
Intervient dans la signalisation

Plus stable
Le Peroxyde d’Hydrogéne H,0 minutes f .
¥ yarog 2=2 1 Génération du radical hydroxyle
. ° Trés réactif et instable
Le Radical Hydroxyle OH" nanosecondes B
Toxicité trés élevée
Le Radical Péroxyl ROO™ secondes Peroxydation lipidique

Trés réactif
Le Peroxynitrite ONOO™ millisecondes Engendre des oxydations
irréversibles

Le Monoxyde d’Azote NO’ secondes Signalisation

Tableau 2: Les espéces réactives de I’oxygeéne et leurs propriétés

4.1.1. L’oxygene singulet
Le 'O, fait partic des ROS non radicalaires produits par transfert d’énergie a I’oxygéne
moléculaire, généralement sous 1’effet direct des UV. Cette espece joue un role crucial dans les

défenses antimicrobiennes. En revanche, en fonction du site de sa production dans la cellule, il
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peut initier la mort cellulaire par apoptose (Ogilby 2010). L’'Ox est neutralisé par le B-caroténe,

l'a-tocophérol.

Respiratory chain [ \ Catalase
Complex | and sSOD H,0
Complex Il (Mn or Mg)
— .-
. & ——— O,
Superoxide Hydrogen GSSG
anion peroxide GSH GssG
NO i i o reductase
or thioreoxin
GSH « reductase
Peroxynitrite QNOO- *OH Hydroxyl radical
= ROS .
OVERPRODUCTION NORMAL PRODUCTION
Damages induced on Physiological signalling
¥ B - T~
R
A A
DNA Proteins Lipids Growth Hormone Inflammation
synthesis

Figure 14 : La cascade de formation des ROS au niveau cellulaire.

Adapté de (Nadipelly 2017).

4.1.2. L’anion superoxyde
Entre 0,1 et 0,2% de I’oxygene consommé par la mitochondrie est transformé en radical
superoxyde (O27°). Ce taux est mesuré dans les conditions physiologiques en oxygene (Tahara,
Navarete et al. 2009). L’anion superoxyde est moins réactif que les autres ROS mais il
représente un précurseur de diverses especes qui le sont davantage. Le O~ est dismuté en H>O»

suite a une réaction catalysée via les enzymes superoxyde dismutases (SOD) (Figure 15).

4.1.3. Le peroxyde d’hydrogéne
Bien que H>O» ne soit pas un radical, ses caractéristiques, sa longue demi-vie et sa capacité a
pénétrer les tissus biologiques, font de lui un oxydant treés puissant. HoO» est capable de donner
naissance, via des réactions de Fenton, a la plus délétere des especes radicalaires du stress
oxydant : le radical hydroxyle (OH"). Le peroxyde d’hydrogéne peut étre neutralisé par les

enzymes catalases et les glutathion peroxydases (voir la partie 4.5 sur les antioxydants).
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4.1.4. Le radical hydroxyle

Le OH" est le radical le plus puissant qui peut étre généré dans la cellule. Il est tres réactif avec
toutes les molécules biologiques (protéines, lipides, ADN) et joue un rdle majeur dans la

cytotoxicité des ROS (Di Meo, Reed et al. 2016).

4.1.5. Les autres ROS

Il existe également d’autres ROS secondaires, comme les radicaux péroxylés RO", les
hydroperoxydes RO2H et les radicaux alkoxyles RO". De plus, il existe d’autres especes azotées,
qui sont des oxydants tres puissants, comme le monoxyde d’azote, NO’, ou le peroxynitrite,

ONOO'.

4.2. Les principales sources de ROS

Dans la peau, les ROS proviennent de 2 sources majeures : les ROS endogenes produits par les
cellules et les ROS exogenes qui viennent principalement de I’exposome et qui peuvent

provoquer une réponse de ROS endogenes par les cellules cutanées.

Dans la peau saine, tous les types cellulaires produisent des ROS (Korkina and Pastore 2009).
Les fibroblastes et les autres cellules produisent de larges quantités d’anions superoxydes par
la chaine respiratoire mitochondriale (Jeney, Bazs6-Dombi et al. 2000). Les mélanocytes et les
kératinocytes produisent du peroxyde d’hydrogene et des radicaux superoxydes par la réaction

des UV avec la pheomélanine (Pelle, Mammone et al. 2005).

4.2.1. Les ROS endogenes

Les ROS endogenes sont produits dans de multiples compartiments cellulaires : au niveau des
mitochondries, de la membrane plasmique, du cytosol, des peroxysomes et du réticulum
endoplasmique (Srivastava, Karlsson et al. 2018). Ils proviennent du métabolisme cellulaire ou

sont produits en réaction a une agression.

4.2.1.1. La production des ROS par les complexes de la chaine respiratoire
La respiration mitochondriale est assurée par des complexes protéiques situés au niveau de la
membrane interne. Ces complexes transportent des électrons issus de 1’oxydation des NADH2
et FADH2 vers I’accepteur final 1’O>. En parallele, ils transloquent des protons de la matrice
mitochondriale vers 1'espace intermembranaire, créant ainsi un gradient électrochimique qui
permet a la fin la synthése de I’ATP. Durant cette réaction, des électrons échappent a cette

chaine de transport induisant la formation des ROS mitochondriaux qui représentent 90% des
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ROS de la cellule (Balaban, Nemoto et al. 2005). Environ 0.2% de 1'oxygene consommé par la
mitochondrie est converti en ROS, principalement en superoxyde. Il s’agit d’une quantité tres
faible, cependant, compte tenu de la forte activité des mitochondries, la fuite d’électrons
d’origine mitochondriale semble €tre la source majoritaire de ROS dans la cellule (Lambert and

Brand 2009).

Plusieurs études ont montré le rdle de la mitochondrie dans le maintien de ’homéostasie
cutanée. En effet elle intervient dans la pigmentation, la différenciation épidermique et la
prolifération. Un dysfonctionnement de cet organite engendre plusieurs conséquences,
notamment une surproduction des ROS comme c’est le cas dans le photovieillissement

(Sreedhar, Aguilera-Aguirre et al. 2020).

4.2.1.2. La production des ROS au niveau du cytosol et de la membrane
plasmique
De nombreuses enzymes cytosoliques génerent des ROS au cours de leur activité catalytique.
La xanthine oxydase qui catalyse la production d’acide urique a partir de I’hypoxanthine produit
de I’anion superoxyde. Dans la peau, cette enzyme est suractivée dans les kératinocytes en
phase de différenciation finale, exactement dans la couche granuleuse de 1’épiderme et elle a
un role dans les défenses de la peau contre les agents extérieurs (Reiners and Rupp 1989). Les
UV induisent également la suractivation de cette enzyme au niveau des kératinocytes et donc

la production du superoxyde (Deliconstantinos, Villiotou et al. 1996).

La cyclooxygénase et la lipoxygénase génerent les prostaglandines, des leucotrienes et des ROS
a partir de ’acide arachidonique. Le niveau d'acide arachidonique est généralement faible, mais
il augmente dans la peau en raison de maladies inflammatoires cutanées, y compris le psoriasis,

la dermatite atopique et le vieillissement (Ziboh, Miller et al. 2000).

La NAD(P)H oxydase (NOX) est une enzyme li€e a la membrane cytoplasmique, dont I'activité
est de générer le O par le transfert des électrons du NADPH cytosolique vers une molécule
d’oxygeéne via une molécule de FAD. Le superoxyde est impliqué dans la signalisation

intracellulaire et la phagocytose des microorganismes (Bedard and Krause 2007).

Dans le cytosol, le fer de la cellule et des organites réagit avec 1'oxygene en formant des ROS.
Dans la réaction de Haber-Weiss, le fer ferrique réagit avec le superoxyde pour former le fer

ferreux. Dans la réaction de Fenton, le fer ferreux réagit avec le peroxyde d'hydrogene,
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régénérant le fer ferrique et le radical hydroxyle (OH") et I'hydroxyde (OH") tres réactifs, deux

radicaux nocifs.

4.2.1.3. La production des ROS au niveau des peroxysomes et de réticulum
endoplasmique
Les mitochondries ont longtemps été considérées comme la principale source de ROS
cellulaires, mais plus récemment, il a ét€ montré que le réticulum endoplasmique ainsi que les

peroxysomes produisent autant voire plus de ROS que les mitochondries.

Les peroxysomes constituent une réserve d'enzymes qui sont impliquées dans 1'oxydation des
acides gras et des acides aminés. Lors de cette activité il y a formation de H2O: qui diffuse dans

le cytosol (Fransen, Nordgren et al. 2012).

Le réticulum endoplasmique joue un rdle crucial dans le repliement, les modifications post-
traductionnelles et le transport des protéines apres leur synthése au niveau de I’appareil de
Golgi. Au niveau de cette organelle, la génération de ROS et particuliecrement de superoxyde,
se fait principalement par 1’activité de I’enzyme disulfure isomérase responsable de la synthese
des ponts disulfures entre les chaines polypeptidiques des protéines. Cette réaction produit
environ 25% des ROS au niveau du réticulum endoplasmique (Tu and Weissman 2004)

(Zeeshan, Lee et al. 2016).

4.2.2. Les ROS exogenes

La peau est a l'interface entre 1'organisme et I'environnement extérieur et est donc constamment
exposée aux radiations solaires, aux polluants ou a d'autres agressions mécaniques et chimiques
qui sont également capables de générer des ROS dans les différentes couches de la peau (PoljSak

and Dahmane 2012) (Kammeyer and Luiten 2015).

4.2.2.1. La production des ROS par les UV
Les UV A sont connus pour provoquer indirectement des dommages aux biomolécules cutanées.
Ceci se fait via I’induction de la production de ROS, notamment au niveau des tissus profonds,
en raison de leur capacité a pénétrer dans le derme. Les UVA sont absorbés par des
photosensibiliseurs endogenes cutanés, tels que la riboflavine, la quinine, le tryptophane, et ceci
provoque une cascade de réactions. En effet, ces molécules passent a un état chimiquement
instable, nommé état excitation singulet. Le retour ensuite a I'état fondamental s’accompagne
de I’émission soit de chaleur, soit de fluorescence, soit par photophosphorylation conduisant a

un état excité triplet. La molécule interagit alors avec l'oxygene moléculaire et entraine la
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formation de O2” (de Jager, Cockrell et al. 2017) (Rinnerthaler, Bischof et al. 2015). La
présence d’anions superoxydes initie alors la chaine de production d’autres ROS suivant les

réactions illustrées dans la Figure 15.

Bien que les rayons UVB produisent plutot des dommages directs a I’ADN, la production de
ROS est également induite par I’effet des UVB mais d’une maniere indirecte, via les dommages
a ’ADNmt. Ce dernier est altéré avec création de mutations dans les génes codant pour les
éléments de la chaine respiratoire. Ceux-ci étant moins performants, il y a une augmentation de
la fuite des électrons de la chaine respiratoire donc production de ROS (Rinnerthaler, Bischof

et al. 2015, Naidoo and Birch-Machin 2017).

Par ailleurs, il a été décrit que I’exposition aux UV entraine une perturbation des enzymes
antioxydantes dans les tissus cutanés (voir la section suivante 4.5 sur les antioxydants),

conduisant a ’augmentation du taux de ROS et du stress oxydant.

4.2.2.2. La production des ROS par les polluants ou autres facteurs
extérieurs
Les ROS sont générés également par les polluants, notamment des nanoparticules et des gaz
tels que le dioxyde d'azote et 1'ozone. Les nanoparticules sont capables de pénétrer les couches
de la peau jusqu’aux kératinocytes des couches vivantes et elles s’accumulent dans les
mitochondries, induisant la production de ROS (Li, Sioutas et al. 2003). Par ailleurs, les
polluants ont la capacité de diminuer le taux des antioxydants comme 1'acide ascorbique, le
tocophérol ou le glutathion. Il en résulte une exacerbation des effets du stress oxydant. Les
polluants ont la capacité de modifier la composition lipidique de la couche cornée et induisent
la peroxydation lipidique (Valacchi, Sticozzi et al. 2012), ce qui fragilise la barriere cutanée et
perturbe le microbiote cutané notamment dans les dermatites allergiques (Xu, Yan et al. 2011).
L’ozone peut induire des dommages oxydatifs via I’activation du facteur de transcription AhR.
L’activation de cette voie induit une réaction inflammatoire et la sécrétion des médiateurs
inflammatoires, par conséquent, une production de ROS au niveau des kératinocytes (Kim, Kim
et al. 2014) (Afaq, Zaid et al. 2009). L’activation de AhR est impliquée dans la stimulation de
I’activité de la tyrosinase et les perturbations de la pigmentation surtout chez les personnes

agées (Luecke, Backlund et al. 2010).
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4.3. Les principales cibles des ROS

4.3.1. L’ADN

Les ROS en exces sont capables d’endommager 1’ADN nucléaire et I’ADNmt. La principale
réaction est la formation de 8-oxoguanine a partir de I'hydroxyle et ’oxygene singulet avec des
bases guanine. Cette base modifiée peut alors se lier avec une adénine, au lieu d’une cytosine,
favorisant ainsi une transition de GC a TA et ainsi l'apparition de mutations au niveau de
I’ADN. La modification de I’information génétique est la cause principale de la cancérogenese

et du vieillissement (Cooke, Evans et al. 2003).

4.3.2. Les lipides

Par ailleurs, les ROS peuvent oxyder les lipides cellulaires par une réaction en chaine, la
peroxydation lipidique. Cette réaction est déclenchée par l'oxydation des acides gras
polyinsaturés qui constituent les membranes plasmiques. Ceci génere les radicaux les plus
puissants, le ROO" et le ROOH, qui sont capables de propager cette réaction (Finaud, Lac et al.
2006). Ces oxydants puissants génerent des hydroperoxydes dans la cellule, le plus connu est
le dialdéhyde malonique qui est utilisé comme biomarqueur de la peroxydation lipidique
(Guichardant, Bacot et al. 2006). Ce processus est tres dommageable pour la cellule parce qu’il
affecte principalement l'intégrité de ses membranes (cytoplasmique, mitochondriale et
lysosomiale), en modifiant leur structure, leur fluidité, leur perméabilité ainsi que les fonctions

des protéines qui se retrouvent a leur surface (Catald 2012).

4.3.3. Les protéines
Les protéines sont les plus nombreuses dans les cellules et sont aussi sensibles aux effets des
ROS. Les protéines peuvent étre oxydées par les ROS a la fois sur leurs squelettes et sur les
chaines latérales de leurs acides aminés. Le radical hydroxyle est le plus connu pour
endommager les protéines. Il est capable de former le radical pyroxyle en arrachant un atome
d’hydrogene sur les carbones des chaines polypeptidiques, et générer ainsi des groupes
carbonyles (Finaud, Lac et al. 2006). Ou bien il peut s’attaquer a plusieurs acides aminés
sensibles aux modifications oxydatives (prolines, arginine, méthionines, cystéines), entrainant
la formation par exemple de sulfoxydes de méthionine, de ponts disulfures (Phaniendra, Jestadi
et al. 2015). Ces modifications sont irréversibles et induisent des changements

conformationnels de la chaine polypeptidique. Par conséquent, elles peuvent induire une
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inactivation partielle ou totale de la fonction de la protéine (enzymes, récepteurs, protéines des

transports).

4.4. Les voies de signalisation activées par les ROS

Une des conséquences de la production de ROS est I’activation par la cellule de différentes
voies de signalisation. En effet, une production basale de ROS joue un role majeur dans la
régulation des fonctions cellulaires, telles que, le métabolisme énergétique, la prolifération, la
différenciation et le cycle cellulaire (Droge, 2002). Alors que, une surproduction de ROS induit
la transcription d’une batterie de geénes impliqués dans I’inflammation, I’arrét du cycle

cellulaire, 1I’apoptose et les défenses antioxydantes (Beckhauser et al., 2016).

4.4.1. La voie MAPK et la synthese des MMPs
Les especes réactives de 1’oxygene activent la voie de signalisation MAPK. Les ROS activent
les kinases (ERK, p38, JNK) de la famille MAPK, lesquelles induisent la translocation des
facteurs de transcription C-JUN, et C- FoS dans le noyau, permettant ainsi la transcription du

facteur AP-1. Ce dernier est responsable de la surexpression des MMPs (Shaulian and Karin

2002).

Les MMPs jouent un rle majeur dans la dégradation de la MEC. Dans le vieillissement de la
peau, le collagéne est d’abord clivé par MMP1 et ensuite dégradé par MMP3 et MMP9, qui
sont les MMPs les plus exprimés dans les peaux agées (Fisher, Datta et al. 1996). Dans une
peau saine, 1’action des MMPs est inhibée par les TIMPs (inhibiteurs de métalloprotéinases).
Dans les peaux plus agées, les MMPs sont surexprimées par des kératinocytes et des
fibroblastes alors que I’expression des TIMPs reste inchangée, ce qui conduit a la dégradation

des composants de la MEC (Quan, Little et al. 2013).

En outre, la surexpression des MMP1, 3, 9 passe aussi par le facteur de transcription NF-kB

activé par les UV dans le cas du photovieillissement (Lee, Noh et al. 2012).

Par ailleurs, 1’activation de AP-1 par les ROS conduit a I’inhibition de la voie TGFB/Smad qui
est la voie majeure dans la biosynthese des composants de la MEC. Elle controle la synthese
du collagene mais aussi sa dégradation en maintenant un équilibre entre les MMPs et TIMPs,
équilibre indispensable pour ’intégrité structurelle et mécanique du tissu dermique (Nagase,

Visse et al. 2006) (Kim, Kim et al. 2020).
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4.4.2. L’axe Keap1-Nrf2, régulateur de la signalisation dans le stress

oxydant
En cas de stress oxydant, les cellules activent la voie de signalisation Keap1-Nrf2, qui est une
voie de signalisation cruciale dans la détoxification par les antioxydants. Cette voie est médiée
par le facteur de transcription Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2) -like 2), responsable
de la transcription d’une batterie de geénes antioxydants. Dans la peau, son rdle a été mis en
évidence en 2002, avec son implication dans la cicatrisation cutanée (Braun, Hanselmann et al.
2002). Depuis, plusieurs recherches ont été concentrées sur Nrf2 dans les différents axes
physiopathologiques de la peau. Cette voie aujourd’hui attire un fort intérét en raison de son
implication dans plusieurs pathologies ou le stress oxydant est le mécanisme majeur, tels que
les cancers (Taguchi and Yamamoto 2017), les maladies cardiovasculaires (Chen and

Maltagliati 2018), les maladies d’Alzheimer et de Parkinson (Fao, Mota et al. 2019).

En conditions d’homéostasie, Nrf2 est séquestré dans le cytoplasme par I’intermédiaire de son
inhibiteur, la protéine Keapl (Kelch-like ECH-associated protein) qui est ancrée dans les
filaments d’actine. C’est une protéine riche en résidus cystéines, ce qui la rend sensible aux
modifications redox dans la cellule. En effet, deux protéines Keapl se fixent sur des domaines
spécifiques de Nrf2 et ainsi le complexe est retenu dans le cytoplasme. Keapl agit également
comme un adaptateur pour l’ubiquitine ligase E3, qui est responsable de 1’ubiquitination
permanente de Nrf2, ce qui conduit a sa dégradation par le protéasome. Ainsi ce complexe

assure la régulation du taux basal minimum de Nrf2.

En réponse a un stress oxydant, I’oxydation par les ROS des cystéines 151 et 288 des domaines
de Keapl induit la dissociation du complexe. De ce fait, Nrf2 s’accumule dans le cytoplasme
et par la suite est transloqué dans le noyau ou il forme un complexe hétérodimere avec la
protéine small MAF (sMAF). Au niveau nucléaire, ce complexe se lie de maniere spécifique
aux séquences dites « Antioxidant response element » (ARE) qui se trouvent dans la région
promotrice de ses genes cibles (Figure 15). Des études transcriptomiques ont montré que Nrf2
régule I’expression de pres de 500 genes, dont les enzymes antioxydantes (SODs, CAT, GPXs),
des enzymes de détoxification, des protéines de réponse au stress et des enzymes métaboliques

(Figure 16)(Bellezza, Giambanco et al. 2018).

L’activité de Nrf2 est détectée davantage dans les couches superficielles de 1’épiderme. Puis,
elle décroit avec la profondeur et elle est moins active au niveau des kératinocytes de la couche

basale, constituant ainsi un gradient d'expression de ses genes cibles (Lee, Shin et al. 2014), en
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corrélation avec le gradient d’expression des enzymes antioxydantes dans la peau. Le maintien
du taux basal de Nrf2 est indispensable pour la fonction barriere de 1’épiderme. En effet des
souris transgéniques surexprimant Nrf2 dans I’épiderme montrent une altération de la barriere
lipidique, une inflammation dans 1’épiderme et également une hyperprolifération des

kératinocytes (Schifer, Farwanah et al. 2012).
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Figure 15 : La voie de signalisation de Nrf2-keapl.
Adaptée de (Hiebert and Werner 2019).

L’irradiation aux UV A induit I’activation de Nrf2 et I’accumulation des enzymes antioxydantes
dans les fibroblastes (Zhong, Edwards et al. 2010). Cependant, il n’y a pas d’activation de Nrf2
dans des kératinocytes irradi€s a des doses faibles, alors que les produits chimiques
électrophiles activent Nrf2 et induisent sa translocation dans le noyau et I'expression des genes
cibles (Durchdewald, Beyer et al. 2007). Par ailleurs, dans des souris déficientes en Nrf2, les
UVB sont capables d’induire une forte inflammation au niveau des couches cutanées, montrant
que Nrf2 joue un role important dans la protection de la peau contre les UV (Kawachi, Xu et

al. 2008).

4.5. Les systemes antioxydants et leurs mécanismes d’action

Les antioxydants sont définis comme des molécules qui peuvent neutraliser les ROS et
empécher I’oxydation de I’ADN, des lipides et des protéines cellulaires. L'organisme possede
deux principaux systémes antioxydants, I’'un enzymatique et I’autre non enzymatique. Les

molécules telles que 1’acide ascorbique, le glutathion (GSH), I’ubiquinol, I’acide urique, ou
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encore la mélanine sont capables de réagir directement avec les ROS, empéchant ainsi leur
réaction avec les autres composants cellulaires. D’autre part, des enzymes sont spécialisées
dans la neutralisation de 1’anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne. C’est le cas des
superoxydes dismutases (SODs), de la catalase et des glutathion peroxydases (GPXs). Ces deux
systemes fonctionnent de maniere synergique pour neutraliser les ROS et, par conséquent, leurs

effets (Krishnamurthy and Wadhwani 2012).

4.5.1. La distribution générale des antioxydants dans la peau
La peau est constamment soumise a des agressions extérieures. Son systeme antioxydant est en
mesure d’¢liminer les ROS induits de facon efficace et sans affecter son homéostasie. Il s’agit
d’un réseau complexe et organisé dans les différentes couches de la peau selon le gradient
lipophilique / hydrophilique de la peau. Cela se traduit par un gradient d’activité antioxydante,
qui est dense dans la couche cornée et ensuite diminue en fonction de la profondeur comme

c’est illustré dans la Figure 16.

Epiderme Antioxydants Prolifération =~ ROS

Vitamine E
Couche cornée — Vitamine C “
Acide urique f - - | S,
L : - \ Coenzyme Q10 / ‘ |
Couche granuleuse — 2 ) Squaléne

Catalase

SODs / [ |

Couche épineuse — GPXs | |

GSH / [ |

\ Vitamine C [ |

L \ Acide urique | |
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derme —

Figure 16 : La distribution des antioxydants dans les couches de la peau.

Crée avec le site BioRender.com

La couche cornée, au contact avec 1’extérieur, est trés riche en antioxydants non enzymatiques
tels que la vitamine E, le GSH, la vitamine C, I’acide urique, le squaléne, et le coenzyme Q10

(Thiele, Schroeter et al. 2001) (Wolfle, Seelinger et al. 2014). Au-dessous, les enzymes
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antioxydantes, comme la catalase, les SODs, les GPXs, et PRx (Peroxyrédoxine) sont
abondamment présentes dans les couches ou les kératinocytes sont a différents stades de
différenciation et baignent dans une matrice lipophile (Pai, Shukla et al. 2014) (Wdlfle,
Seelinger et al. 2014). Le derme est riche en antioxydants non enzymatiques comme la vitamine
C, l'acide urique et le GSH (Shindo, Witt et al. 1993). Les enzymes antioxydantes sont aussi
présentes mais moins exprimées que dans 1’épiderme (Shindo, Witt et al. 1994). De plus, la
qualité et la quantité des défenses antioxydantes varient entre les femmes et les hommes. Elle
est plus élevée chez les hommes que chez les femmes (Altobelli, Van Noorden et al. 2019). Des
variations sont également observées en fonction de la période de 1'année, comme la catalase qui
est en quantité plus faible en été et plus élevée en hiver quand elle est mesurée chez la méme
personne (Hellemans, Corstjens et al. 2003). Au fil du temps, le systeme antioxydant perd de
ses performances ce qui contribue au vieillissement. Une étude sur le Caenorhabditis elegans
montre qu’une surexpression de la SOD et de la catalase induit une prolongation de la durée de

vie de cet organisme (Melov, Ravenscroft et al. 2000).

4.5.2. Les enzymes antioxydantes dans la peau
La premiere ligne de défense contre les ROS dans la cellule est constituée par des enzymes : les
Superoxyde Dismutases, les Glutathion Peroxydases et la catalase qui sont toutes des
métalloenzymes. Chacune de ces enzymes possede son propre mode d'action et une localisation
particuliere dans la cellule. La modulation de leur expression est impliquée dans plusieurs processus

physiopathologiques.

4.5.2.1. La catalase
La catalase est I’enzyme majeure dans la neutralisation du H>O» cellulaire. Elle peut transformer

rapidement des millions de molécules (~107/sec) en oxygene et eau sans produire de ROS

(Young and Woodside 2001).
2 H202 - 2 H0 + 02

C’est une protéine de 240 kDa codée par le gene CAT situé sur le chromosome 11. La catalase
est constituée de quatre chaines polypeptidiques identiques et chacune de ces sous-unités
possede un groupe héminique qui est étroitement lié a une molécule de NADPH, jouant un role
dans la stabilité de sa forme active (Goyal and Basak 2010). Il existe trois types de catalase : la
catalase monofonctionnelle et la catalase-peroxydase contenant de I'héme, alors que la
troisieme famille, dites pseudo-catalase, contient dans ses sous-unités du manganese (Glorieux

and Calderon 2017). Dans la cellule, la catalase est localisée principalement dans les
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peroxysomes ou elle poursuit sa maturation avec 1’association de ses sous-unités a 1’heme
(Otera and Fujiki 2012). Elle est également présente dans certains cas dans le cytosol,
notamment lors d’un stress oxydant (Fujiki and Bassik 2021) et dans les fibroblastes sénescents
(Legakis, Koepke et al. 2002).

Au niveau cutané, la catalase est surexprimée plus précisément au niveau de la couche cornée
ou elle dépasse largement 1'expression des SODs. Ainsi, l'activité de la catalase est 720 % plus
élevée dans I'épiderme humain que dans le derme sous-jacent (Shindo, Witt et al. 1994).

Des données contradictoires existent sur la variation de la capacité de défense antioxydante
avec le vieillissement. La plupart des études n'ont pas révélé de différence liée a 1'age dans le
niveau de la catalase dans la peau des souris (Lopez-Torres, Shindo et al. 1994), des rats
(Tahara, Matsuo et al. 2001), ou dans les fibroblastes de la peau humaine (Keogh, Allen et al.
1996). Néanmoins, durant le processus de vieillissement, il a ét€é rapport€ une forte
augmentation de la catalase dans I’épiderme mais une sous-expression dans le derme (SAGUET
2006). 11 est intéressant de noter que I'activité de la catalase augmente de maniere significative
dans 1'épiderme de la peau photovieillie (163%) et de la peau naturellement vieillie (118%),
mais qu'elle est significativement plus faible dans le derme pour les deux types de vieillissement

par rapport a la peau jeune (Rhie, Shin et al. 2001).

En revanche, d’autres études sur le vieillissement intra- et extrinséque ont rapporté une
diminution de l'activité des enzymes antioxydantes, en particulier de la catalase, dans
I’épiderme (Sander, Chang et al. 2002) et dans les fibroblastes du derme (Lu, Lee et al. 1999).
En effet, dans le cas du photovieillissement, il a été décrit que seuls les UVA provoquent cette
diminution de ’activité catalase dans des épidermes reconstruits, un effet encore amplifié dans
des peaux claires (Maresca, Flori et al. 2006). L’irradiation aigu€e ou chronique aux UVB n’a

aucun effet sur I'activité de la catalase chez les souris (lizawa, Kato et al. 1994).

La récupération complete de l'activité de la catalase se produit en 3-4 semaines apres irradiation
UV, un rythme dépendant de 1'dge, suggérant que la catalase fonctionnelle doit étre reconstituée
a partir des couches cellulaires vivantes plus profondes (Hellemans, Corstjens et al. 2003).
L’implication de la catalase dans le vieillissement cutané est controversée mais 1’équipe de
Rezvani et al a montré a plusieurs reprises que la surexpression de la catalase protege des
dommages a ’ADN induits par les UVB dans des kératinocytes humains et dans des peaux
reconstruites (Rezvani, Mazurier et al. 2006, Rezvani, Cario-André et al. 2007). De plus, une
étude menée sur la délivrance des catalases et SODs dans la peau a montré une atténuation des

effets des UV (Hammiller, Karuturi et al. 2017) (Sander, Chang et al. 2002),
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En outre, I’altération de I’activité de la catalase est associée a plusieurs maladies cutanées
comme le vitiligo, I’érythéme polymorphe, la xérodermie pigmentosum (Hellemans, Corstjens
et al. 2003). Cette diminution d’expression de la catalase est considérée comme 'un des
biomarqueurs de ces maladies, et ceci montre également son importance dans la protection et

I’homéostasie de la peau.

4.5.2.2. Les superoxyde dismutases
La dismutation du superoxyde en H>O> est assurée par les enzymes superoxyde dismutases qui
jouent un rdle central dans les réactions antioxydantes cutanées. Le peroxyde d’hydrogene

généré est ensuite pris en charge par la catalase ou les glutathion peroxydases.
202" +2H* - H20:+ 02

Chez I’homme, il existe trois isoformes de SODs distinctes : deux sont associées au cuivre et
au zinc, la SODI1 qui est intracellulaire et la SOD3 qui est extracellulaire ; la derniere est

associée au manganese, la SOD2, qui est mitochondriale.

1) La superoxyde dismutase 1 (SOD1)
SOD1, I’isoforme la plus active, est un homo-dimere de 32 kDa possédant deux cofacteurs, Cu

et Zn, qui assurent I’activité catalytique et la stabilité de I’enzyme respectivement.

Le géne SODI est beaucoup étudié parce qu’il est localisé sur le chromosome 21. La région
promotrice de ce geéne engendre la fixation de nombreux facteurs de transcription (NFkB et AP-
1), ce qui explique son implication dans diverses pathologies (Kim, Kim et al. 2011) telles que

le syndrome de Down.

Lalocalisation de la SOD1 dans la cellule est dans le cytoplasme. Plus récemment, une nouvelle
localisation importante de la SOD1 a été rapportée. En effet, des niveaux élevés de H>O»
favorisent la translocation nucléaire de la SOD1 qui joue alors un rdle en tant que facteur de
transcription. L’'enzyme régule ainsi l'expression des génes d’antioxydants. Ce phénoméne a
été démontré pour la premiere fois chez les levures, et dans des fibroblastes humains (Tsang,
Liu et al. 2014). Récemment, 1’équipe de Altobelli a également localisé¢ la SOD1 au niveau
nucléaire dans des explants humains (Figurel7), ce qui souligne I’importance de ce nouveau
role de la SOD1 comme un facteur de transcription dans la régulation des défenses
antioxydantes dans la peau (Altobelli, Van Noorden et al. 2019) (Eleutherio, Silva Magalhaes
et al. 2021).
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Dans la peau, la SOD1 est présente avec une distribution variable selon les différentes couches
de I’épiderme et localisée plus dans les couches basales, en revanche elle est trés peu exprimée

dans le derme (Figure 18) (Altobelli, Van Noorden et al. 2019).

SOD1 >

Figure 17 : L’expression protéique de la SOD1
dans un explant de peau.
Adapté de (Altobelli, Van Noorden et al. 2019)
Les souris SOD1~~ sont caractérisées par une atrophie de la peau, équivalente a celle retrouvée
chez des souris agées normales (Murakami, Inagaki et al. 2009). Dans le vieillissement de la
peau humaine, des données controversées sont également rapportées par la littérature sur la
variation de I’expression de la SODI1. Dans des explants de peau, I’activité de la superoxyde
dismutase n’est pas modifiée au cours des deux types de vieillissement cutané (Rhie, Shin et al.
2001). Par contre, une étude récente montre bien la diminution de la SODI1 selon 1'age, avec
des niveaux plus élevés chez les jeunes sujets (Altobelli, Van Noorden et al. 2019). Ces résultats
concordent avec une étude, selon laquelle 'activité enzymatique de la SODI1 tend a diminuer

avec l'age, notamment apres 60 ans (Lu, Lee et al. 1999).

2) La superoxyde dismutase 2 (SOD2)
La SOD2 (ou Mn-SOD) est une protéine homotétramérique de 80 kDa. Chaque sous-unité
contient un atome de Manganese dans son site catalytique. Elle est codée par le gene SOD2
localisé sur le chromosome 6 et sa région promotrice est régulée par plusieurs facteurs de
transcription. Il s’agit d’une enzyme-clé dans le systeme antioxydant mitochondrial. Elle
protege I’ADNmt de I’oxydation et des cassures par le superoxyde. L’ADNmt étant responsable
de la transcription des enzymes de la chaine respiratoire, une altération de ces dernieres induit

une production accrue de ROS et engendre une amplification des dommages cellulaires.
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La SOD2 est une enzyme strictement mitochondriale (Karnati, Liiers et al. 2013). Dans la peau,
sa localisation a été décrite dans un premier temps uniquement dans les kératinocytes basaux
de 1'épiderme humain (Kobayashi, Saito et al. 1993). Dans un second temps, une forte
localisation dans la couche cornée a été aussi mise en évidence (Sander, Chang et al. 2002). 1l
a également été démontré que son expression est plus élevée dans I’épiderme que dans le derme

(Sander, Chang et al. 2002).

La SOD2 joue un rdle important dans le vieillissement intrinseque de la peau. En effet, une
déficience de cette enzyme, dans des souris SOD27, montre une altération de l'activité du
complexe mitochondrial II, provoquant ainsi une accumulation de ROS et des dommages a
I'ADN induisant la sénescence des kératinocytes. Ce modele murin se caractérise par une
accélération de la différenciation terminale des kératinocytes et par une atrophie de I'épiderme
(Velarde, Flynn et al. 2012). Par ailleurs, dans un modele de vieillissement prématuré induit par
une exposition chronique ou aigué€ aux UVA, ’expression de la SOD2 est fortement élevée
dans des fibroblastes humains (Poswig, Wenk et al. 1999). Cette surexpression de la SOD?2 est
aussi retrouvée chez des sujets qui présentent un vieillissement intrinséque jusqu’a 1’age de 60
ans (Sander, Chang et al. 2002). Au-dela I’expression de toutes les enzymes antioxydantes
diminue dans la peau. L’activité de la SOD2 correspond a un systéme d’adaptation instauré par
les cellules de la peau afin de se protéger du niveau €levé de stress oxydant lier a I’age (Borlon,

Debacq-Chainiaux et al. 2007), (Treiber, Maity et al. 2012).

3) La superoxyde dismutase 3 (SOD3)
La SOD3 possede les mémes cofacteurs que la SOD1, Cu et Zn. Elle a une masse de 135 kDa
et possede une forte affinité pour I’héparine. Le géne SOD3 est localisé sur le chromosome 4 et
présente 40 a 60 % de similarité avec le gene SOD1. Sa région promotrice présente un élément

de réponse pour AP1 et « antioxidant response element » ARE (Fattman, Schaefer et al. 2003).

La SOD3 est exclusivement extracellulaire. Elle est produite par les cellules et immédiatement
excrétée. L expression de la SOD3 est cellule- et tissu-spécifique. Elle est plus exprimée dans
les poumons, le ceeur, les vaisseaux sanguins, le placenta et les reins, ce qui n’est pas le cas
pour les SOD1 et 2 (van der Vliet 2015). La SOD3 est également retrouvée dans la peau en
niveau du derme et de I’épiderme. En particulier, elle est trés abondante dans la matrice
extracellulaire suite a sa sécrétion par les cellules endothéliales et les cellules du follicule
pileux. Elle intervient dans la protection de la MEC (Kwon, Kim et al. 2012). La SOD3 est

considérée comme I’enzyme qui varie le plus en fonction de I’age (Adachi, Wang et al. 2000).
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Il a été rapporté que I’induction de 1’expression de la SOD3 se fait uniquement a des doses
¢élevées d’irradiations UV. En revanche, dans la méme étude, il a ét¢ montré que les SODI1 et 2
sont surexprimées a des doses faibles en UV (Kwon, Kim et al. 2012). Donc, 1’expression de la
SOD3 est induite par les UV qui arrivent jusqu’au derme. Par conséquence, la SOD3 peut
prévenir le vieillissement de la peau. En effet, une étude récente a montré qu’elle favorise la
production du collagene in vitro et in vivo par I’activation du TGFf dans des fibroblastes

dermiques humains et dans un modele murin (Lee, Agrahari et al. 2021).

4.5.2.3. Les glutathion peroxydases
Les glutathion peroxydases (GPXs) neutralisent H2O2, d’une fagon complémentaire a la réaction
de la catalase. Il s’agit d’une enzyme sensible a de faibles quantités de H>O», contrairement a la
catalase. Sa réaction dépend de la présence de glutathion réduit (GSH). Ce dernier est le
tripeptide (y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine). C’est un antioxydant sous forme libre dans la

cellule et il est utilisé par les GPXs comme donneur d’électrons.
2 GSH + H20: - GSSG + 2 H20

Le glutathion oxydé (GSSG) est régénéré en GSH par la glutathionne réductase en présence de

NADPH.
GSSG + NADPH + H* - 2 GSH + NADP*

Les GPXs jouent un rodle crucial dans l'arrét de la peroxydation des lipides durant le stress

oxydant.

Il existe plusieurs isoformes de GPX (GPX1 a GPX8) qui different par leur localisation, leur
structure et la spécificité de leur substrat. GPX1 et GPX4 sont exprimés par toutes les cellules
et elles sont principalement situées dans le cytosol et dans la mitochondrie respectivement. Les
autres sont exprimées de facon tissu-spécifique tel que GPX2 et GPX3 dans les intestins et dans
les reins. Les GPXs sont formées de quatre sous-unités contenant chacune un cofacteur
composé de sélénium ou de cystéine. En particulier, GPX1, GPX2, GPX3 et GPX4 possedent
un résidu de sélénium. Par conséquent, leur activité est limitée par la quantité de sélénium

disponible dans les cellules (Tian, Geng et al. 2021).

Dans la peau I’activité GPX est importante. Une altération dans la fonction de GPX4 mene a
une propagation de la peroxydation lipidique induisant une hyperplasie et une inflammation

dans 1’épiderme et le derme (Sengupta, Lichti et al. 2013). Cependant, I’expression des GPXs
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ne semble pas étre directement modifiée dans le vieillissement cutané. Par contre, I’activité de
la glutathion réductase augmente dans I’épiderme intrinsequement vieilli (Rhie, Shin et al.
2001). De plus, le cofacteur de ces enzymes, le sélénium, est impliqué dans le maintien de 1’état
prolifératif des kératinocytes souches en retardant leur sénescence, garantissant ainsi une bonne
adhésion de I’épiderme avec le derme (Jobeili, Rousselle et al. 2017). En outre, le sélénium a
un role cyto-protecteur. En effet il atténue les dommages induits par des UVA dans les

kératinocytes, en favorisant la réparation de I’ADN (Favrot, Beal et al. 2018).
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5. Les mécanismes cutanés modulés par le taux

d’oxygénation
En conditions physiologiques, le taux d'oxygene cutané varie entre 1 % et 7 % (Grillon, Matejuk
et al. 2012) (paragraphe 2.4). Toutefois, ce taux n'est pas correctement représenté lors des tests
in vitro ou les cellules se trouvent dans un milieu contenant 18,6 % d'oxygene au sein de
I’incubateur (Place, Domann et al. 2017), condition de suroxygénation pour les cellules. Méme
s’il est connu que l'oxygene est impliqué dans divers mécanismes biologiques, le niveau
d'oxygene dans les cultures in vitro a généralement ét€ négligé jusqu'a ces dernieres années.
Récemment, des études ont commencé a se développer sur I’effet du taux d’oxygene sur les
activités cellulaires, sur des cellules cutanées mais aussi sur d’autres types cellulaires comme
les chondrocytes (Dennis, Whitney et al. 2020), les cellules souches adipocytaires (Chen, Tang
et al. 2018) ou encore les cellules immunitaires (Shin, Huang et al. 2020). De nouveaux
mécanismes sont mis en évidence en fonction du taux d’oxygene ou bien des clarifications plus
argumentées des mécanismes déja connus. Par exemple, la présence d un complexe d’initiation
a la traduction des protéines (eIF4E2) qui s’active en complémentarité avec le complexe
classique connu déja en normoxie (elF4E), suggérant ainsi que le protéome des cellules en
physioxie est différent de celui en normoxie (Timpano and Uniacke 2016). Plusieurs études ont
montré 1'importance de maintenir la physioxie de chaque tissu dans les cultures in vitro pour
obtenir des résultats plus proches des conditions physiologiques. Par exemple, la culture des
cellules tumorales dans leur environnement physioxique a montré une régulation différente de
plusieurs voies de signalisation (Lgr5, Wnt, YAP1, et EpCAM) (Kumar, Adebayo et al. 2022)
qui explique la résistance de ces cellules aux thérapies anticancéreuses. Un autre intérét est de

conserver la potentialité des cellules afin d’étre réimplantées in vivo (Chen, Tang et al. 2018).

Nous verrons dans ce chapitre les principaux résultats connus actuellement sur le role du taux
d’oxygénation sur les voies de signalisation, le métabolisme, les activités cellulaires et le stress

oxydant.

5.1. La physioxie et la voie HIF1

HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor 1) est le facteur de transcription majeur dans la réponse
cellulaire & un faible taux d’oxygene. Il est bien connu et beaucoup étudié dans le cas des
tumeurs hypoxiques. HIF-1 joue un rdle crucial dans 1’homéostasie cellulaire car il est

responsable de la transcription de centaines de genes impliqués dans la survie, la prolifération,
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le métabolisme, I’angiogenese, la migration, etc (Chowdhury, Hardy et al. 2008). HIF-1 est un
hétérodimere composé de deux sous unité : HIF-1la, dont la quantité est dépendante de

I’oxygene, et HIF-18, avec une localisation nucléaire.

En présence d’oxygene, la sous-unité HIF-1a est exprimée et est dégradée continuellement.
Cette régulation implique une hydroxylation par la PHD2 (HIF prolyl hydroxylase domain-2).
Cette enzyme est une dioxygénase donc son activité est dépendante de la présence de I’oxygene.
Une fois HIF-1a hydroxylé, il se lie ensuite a la protéine supresseur de tumeur pVHL (von-
Hippel Lindau), qui induit son ubiquitination via son activité E3 ubiquitine-ligase. Ceci conduit
a la dégradation de HIF-1a par le protéasome. En hypoxie, HIF-1a n'est plus dégradé et, par
conséquent, il s'accumule dans le cytoplasme et est transloqué ensuite dans le noyau. Au niveau
nucléaire, il s’associe avec la sous unité HIF-1f et le complexe se fixe alors sur la séquence
HRE (hypoxia responsive element) des promoteurs de ses genes cibles (Gothié and Pouysségur

2002) (Semenza 2007).

Il existe d’autre isoformes de HIF-la. HIF-2a est une protéine présentant une certaine
similitude avec HIF-1a (environ 40% d’homologie) et il se lie a la plupart des mémes séquences
HRE des genes cibles. La principale différence se situe au niveau de leur expression : HIF-1a
est exprimé d’une fagon ubiquitaire alors que HIF-2a est tissu-spécifique (dans les reins, les
poumons, le cceur et les intestins) (Loboda, Jozkowicz et al. 2010). La seconde isoforme est
HIF-3a, également tissu-spécifique. Ce facteur est connu pour sa régulation négative de
I’activit¢ de HIF-1o et HIF-2a. En revanche, il cible également une multitude de genes
impliqués dans le métabolisme, comme GLUT1, qui est aussi parmi les génes cibles de HIF-1a
et HIF-2a (Yang, Wu et al. 2015). Néanmoins, des études transcriptomiques ont mis en
évidence un panel de geénes qui sont régulés spécifiquement par HIF-3a (Zhang, Yao et al.

2014).

Dans la peau I’expression de HIF-1a est détectée dans I’épiderme, dans la couche basale qui
possede un taux d’oxygene faible. HIF-1a contrdle ainsi plusieurs fonctions physiologiques de
la peau : il intervient dans la pigmentation, la prolifération, la migration et la synthese de la
matrice extracellulaire (Rezvani, Ali et al. 2011). Indépendamment de I’hypoxie, ce facteur de
transcription est aussi sensible aux variations du taux de ROS. Les ROS induits directement
dans le cytoplasme par les UV inhibent I’expression de HIF-1a alors que ceux qui sont induits

plus tard apres irradiation via ’altération mitochondriale induisent I’expression de HIF-1a
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(Rezvani, Ali et al. 2011). La voie HIF-1 est donc un des mécanismes qui régule les fonctions

de la peau en conditions physiologiques.

5.2. La physioxie et la consommation de I’oxygene par les cellules

cutanées

Lorsque 'oxygene qui pénetre dans les tissus atteint les cellules, cette molécule hydrophobe
diffuse passivement a travers les membranes lipidiques pour rejoindre les mitochondries. C’est
le siege de la synthese de I' ATP qui est couplée a la consommation d’environ 95 % de 1'oxygene
cellulaire, au cours de la phosphorylation oxydative. C’est la cytochrome C oxydase, un
complexe de la chaine respiratoire, qui réduit I'oxygene en eau par un transfert d'électrons. Le
cytochrome C mitochondrial a une forte affinité pour I'oxygene ce qui suggere qu’un niveau
élevé en oxygene stimule 1’activité de la cytochrome C oxydase. L’oxygéne joue le rdle
d’accepteur final dans cette chaine de respiration (Kueh, Niethammer et al. 2013, Voet, Voet et

al. 2016).

L’oxygene consommé par les cellules est mesuré a 1’aide du taux de consommation d’oxygene
appelé OCR (Oxygen Consumption Rate). Il correspond a la quantité totale d'oxygene
consommé (en amol s-1) rapporté au nombre de cellules d’un tissu. L’évaluation de I’OCR
cutané est importante car il peut informer sur une dérégulation au niveau du métabolisme,
particulierement pendant les maladies ou encore pendant le vieillissement (Correia-Melo,
Marques et al. 2016). Dans I’épiderme in vivo, ’OCR de la couche basale est de 10
amol/cellule/s, tandis que les cellules des couches superficielles ont un OCR plus faible (Balu,
Mazhar et al. 2013, Liasi, Samatham et al. 2017). Ces niveaux bas reflétent un métabolisme
réduit des kératinocytes cutanés, a la différence des tissus connus pour leur métabolisme élevé,
tels que le foie, ou I'OCR est de 200-400 nmol/cellule/s (Nahmias, Kramvis et al. 2006). Des
études suggerent que I’OCR s'accroit avec I'age. En particulier, les fibroblastes agés ont un
OCR plus élevé et ceci peut étre 1ié aux enzymes des mitochondries qui sont dérégulées chez

ces sujets (Son, Sarsour et al. 2017).

Il est vraisemblable que la régulation de I'OCR soit dépendante de la disponibilité de I’oxygene.
On peut donc s’attendre a une modification de I’OCR entre la physioxie et la normoxie. Une
étude récente a montré pour la premiere fois que les kératinocytes cultivés en normoxie ont des
niveaux plus élevés d'OCR ainsi qu’une plus forte production d'ATP par comparaison a ceux

qui sont cultivés en physioxie (Shih, Lee et al. 2018). Dans ce travail, la période de culture en
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physioxie est trés courte, d’environ 24h, c'est pourquoi les changements observés pourraient
étre aussi liés a l'adaptation des kératinocytes a la condition de physioxie et ne pas refléter

directement la différence entre les deux conditions de culture.

5.3. La physioxie et le métabolisme cellulaire

Le métabolisme énergétique sert a produire de I'ATP, la source d’énergie de toutes les cellules.
Cette phosphorylation oxydative débute dans le cytosol par la dégradation du glucose en
pyruvate qui sera oxydé ensuite dans la matrice mitochondriale. Les électrons générés par cette
oxydation sont transportés le long de la chaine respiratoire, accompagnés du transport de
protons qui activent ' ATP synthase. Enfin, ces électrons sont transférés a I'oxygene, I’accepteur
final. Sans ce dernier, aucune respiration cellulaire n'est possible. En condition anaérobie, les
cellules s‘adaptent pour réaliser la glycolyse dont le revenu en ATP est beaucoup plus faible et
qui est accompagné par la production du lactate. Dans la peau, précisément dans 1’épiderme,
les kératinocytes utilisent plus la voie de la glycolyse que de la phosphorylation oxydative, suite
au faible taux d’oxygene (Nguyen and Keast 1991). Des études ont montré que la glycolyse

aide a conserver le potentiel prolifératif des cellules (Buravkova, Rylova et al. 2013).

Par ailleurs, une étude sur des fibroblastes et des kératinocytes montre que ces cellules ont un
profil métabolique optimal dans leurs conditions de physioxie respectives (Kato, Sugimoto et
al. 2021). Cependant, cette activité métabolique baisse toujours quand le taux d’oxygene passe
au-dessus de 12%. Par ailleurs, les mitochondries de divers types cellulaires changent de
structure en fonction des conditions, plutot fusiforme en physioxie mais sphériques en
normoxie, suggérant que les cellules en normoxie sont dans un état de stress (Timpano, Guild

etal. 2019).

Tres récemment, une analyse métabolomique des kératinocytes et des fibroblastes primaires a
différents taux d’oxygene et différents temps de culture (Figure 18), montre des changements
drastiques des métabolites produits. Dans les kératinocytes, en particulier, la condition de
physioxie (2% O:) produit un changement de métabolites clairement distinct par rapport aux
conditions de normoxie et d’hypoxie (0.5% O2) avec une position intermédiaire (Figure 19). En
physioxie, les kératinocytes surexpriment un ensemble de genes impliqués dans la voie des
pentoses phosphate et la glycolyse. Par contre, les fibroblastes sont moins sensibles a ces
variations d’oxygeéne, mais augmentent fortement l'a-acide cétoglutarique, un coactivateur de

la prolyl hydroxylase, I’enzyme induisant la dégradation de HIF-1a, et qui agit également
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comme un antioxydant (Kato, Sugimoto et al. 2021). Ces modifications montrent 1’adaptation

des cellules a leur environnement physiologique.
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Figure 18 : L’analyses en composantes principales des métabolites des kératinocytes et
des fibroblastes primaires. Des cellules cultivés dans les conditions suivantes : 0,5% O:
pendant 24 et 72 heures, 2% O:pendant 24 h et 72h, ou bien 20 % d'O:.
Adapté de (Kato, Sugimoto et al. 2021)

Cultivés en physioxie, les fibroblastes et les kératinocytes se caractérisent par une surexpression
des genes clés du métabolisme cellulaire, notamment le transporteur de glucose 1 (GLUT1),
I’isozyme 1 de la pyruvate déshydrogénase lipoamide kinase (PDK1). Ces genes sont contrdlés
en particulier via le facteur de transcription HIF-1 et contribuent a la reprogrammation et a
I'adaptation du métabolisme cellulaire aux conditions de faible teneur en oxygene (Mieremet,

Vazquez Garcfia et al. 2019).

D’autres données montrent au contraire un effet inverse avec une diminution des niveaux
d’OCR et par conséquent de la production d'ATP en physioxie. Ceci est accompagné par une
réduction de la masse mitochondriale ainsi que sa densité. Cependant, le taux de lactate reste
inchangé entre physioxie et normoxie montrant que la glycolyse n’est pas affectée. Ces résultats
suggerent donc une réduction du métabolisme énergétique des kératinocytes en physioxie
(Shih, Lee et al. 2018). Ces données ont été obtenues dans une culture de 24 h a 5% Oa,
conditions étant comme une phase d‘adaptation de ces cellules vers leur environnement
physioxique. Une diminution du métabolisme a également été démontrée dans une étude sur
des kératinocytes buccaux cultivés a 2% d'oxygene et pendant une période de 96 heures (Kato,
Izumi et al. 2014). Suggérant ainsi que les kératinocytes en physioxie produisent leur énergie
préférentiellement par la voie de la glycolyse afin de conserver leur pouvoir prolifératif comme

les cellules souches (Buravkova, Rylova et al. 2013).
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5.4. La prolifération et la sénescence en physioxie

Le lien entre la prolifération des cellules de la peau et les différents niveaux d'oxygénation est
établi depuis des années (Pentland and Marcelo 1983). Comme ce tissu est en constante
régénération, le pouvoir prolifératif de ses cellules est donc élevé, en particulier celui des
kératinocytes. Toutefois, leur prolifération fait I'objet d'une régulation fine pour deux raisons
principales. D'une part, pour que les cellules souches épidermiques n'entrent pas en sénescence
et d'autre part pour éviter I'hyperprolifération, qui est liée a I'apparition de cancers, en particulier

dans les mélanomes.

Une forte prolifération des kératinocytes et des fibroblastes en condition de physioxie a été
observée et corrélée a la diminution des activités de p21 et de la B-galactosidase, deux
marqueurs de sénescence. Ceci suggere que la physioxie favorise un état prolifératif et
indifférencié, empéchant ces cellules de passer a un état de sénescence, en opposition avec ce
qui est observé en normoxie (Kato, Izumi et al. 2014) (Shih, Lee et al. 2018). En normoxie, les
kératinocytes perdent leur capacité de croissance et elles présentent davantage de marqueurs de
différenciation (Koh, Szeverényi et al. 2020). Ces résultats sont controversés par 2 études qui
montrent au contraire une absence d’effet ou une diminution de prolifération des kératinocytes
en physioxie comparativement a la normoxie (Ross, Alston et al. 2011, Mieremet, Vazquez

Garcia et al. 2019).

5.5. La différenciation en physioxie

La différenciation des kératinocytes de I’épiderme est indispensable pour assurer le
renouvellement de la peau, mais un pool de kératinocytes prolifératifs est précieusement
conservé dans la couche basale de 1’épiderme ou le taux d’oxygeéne est trés faible. Ce
microenvironnement presque hypoxique aide a conserver les cellules dans un état indifférencié
(Mohyeldin, Garzén-Muvdi et al. 2010). En revanche, ces cellules en culture en normoxie (21%
d’O») présentent davantage de marqueurs de différenciation tels que la kératines K10,
I’involucrine et la filaggrine. Cependant, elles expriment moins de biomarqueurs potentiels des
cellules souches dans I'épiderme tels que les kératines K7 et K15 (Koh, Szeverényi et al. 2020).
Cette différenciation précoce en normoxie est liée a 'activité du facteur de transcription AP1.
Ce facteur se lie a des promoteurs de genes de la différenciation des kératinocytes, et les
promoteurs des genes des enzymes prooxydantes comme la cyclooxygénase-2 et induit leur

transcription (Eckert, Adhikary et al. 2013).
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5.6. La migration en physioxie

La migration des cellules de la peau est un processus clé dans la cicatrisation des plaies et qui
dépend aussi de I'oxygene. En effet, les kératinocytes primaires des sujets jeunes cultivés en
physioxie (4%) migrent plus vite que ceux cultivés en normoxie. Cependant, les mécanismes
de régulation exacts restent inconnus. Dans cette méme étude, les kératinocytes 4gés répondent
de facon inverse et migrent plus rapidement en normoxie (Ross, Alston et al. 2011). Ces
résultats suggerent une forte relation entre la migration, le taux d'oxygene et 1'age. Par
conséquent, ces résultats représentent une voie intéressante d’étude de la cicatrisation chez les
personnes agées. Dans le cas des fibroblastes de la papille dermique, il a ét€ montré également
une migration plus rapide en condition de physioxie et que ceci dépend du stress oxydant,
mécanisme majeur impliqué dans la signalisation de ces cellules et dans la cicatrisation (Upton,

Hannen et al. 2015).
5.7. La modulation du stress oxydant en physioxie

5.7.1. L’influence sur le taux de ROS

Le niveau de ROS est la principale indication de 1’état redox des cellules de la peau et leur
production est dépendante de plusieurs facteurs, notamment I’oxygene du micro-
environnement.

La consommation d’oxygene cellulaire a toujours été décrite comme étant positivement
corrélée avec la production de ROS. Toutefois, il s’agit d’un principe treés controversé puisque
des études ont montré que la production de ROS n’augmente pas nécessairement avec la tension
d’oxygene, a moins que les cellules s’adaptent par 1’élévation de leur métabolisme et leur
activité mitochondriale (Balaban, Nemoto et al. 2005).

L’augmentation de ROS en normoxie a ¢été rapportée dans les cellules musculaires, qui
présentent un taux de ROS élevé comparé a celles cultivées en physioxie (6%) et elles semblent
étre dans un état de stress oxydant permanent. Pour s’adapter, elles surexpriment les enzymes
antioxydantes (McCormick, Pearson et al. 2016). Ce processus est également observé au niveau
des cellules primaires de kératinocytes (Ferguson, Smerdon et al. 2018).

Dans des cultures de fibroblastes et de mélanocytes cutanés en normoxie il a été montré
également I’induction d’un stress oxydant par [’augmentation de taux de ROS (Upton, Hannen
et al. 2015, Abreu and Reis 2021). Ce dernier impacte la différenciation, la motilité, la
prolifération ainsi que la morphologie des cellules. Il a ét€ montré que la condition de normoxie

perturbe la communication entre ces deux types cellulaires dans un modele de coculture in vitro,
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en conséquence, ils suggerent que la physioxie semble étre le meilleur environnement

physiologique tel que dans la peau in vivo (Abreu and Reis 2021).

5.7.2. La régulation de la voie Nrf2 en physioxie
La diminution du stress oxydant en physioxie peut aussi étre liée a la voie de signalisation
médiée par le facteur Nrf2. En effet, un lien entre Nrf2 et I’oxygene a été reporté pour la
premiere fois récemment dans des cellules primaires endothéliales (Chapple, Keeley et al.
2016). Dans cette étude, la condition de physioxie n’induit pas de différence dans
I’accumulation de Nrf2 dans le noyau et sa liaison a I’ADN reste inchangée par rapport a la
condition de normoxie. En revanche, I’expression de ses génes cibles diminue, notamment celle
de HO-1. II a été démontré qu’en physioxie un autre facteur de transcription est surexprimé et
se trouve aussi présent dans le noyau, BaCH1 (BTB Domain And CNC Homolog 1, en anglais).
Il rentre en compétition avec Nrf2 pour la fixation sur certains promoteurs des mémes genes
codant pour les antioxydants. Cependant, a I’inverse de Nrf2, il inhibe leur transcription. La

Figure 19 résume cette voie de signalisation et les modifications en physioxie (Chapple, Keeley
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Figure 19 : La régulation différente des genes ciblés par Nrf2 dans les cellules endothéliales
humaines cultivées en physioxie (Physiological 02) et en normoxie (Hyperoxia).

Adapté de (Chapple, Keeley et al. 2016)

et al. 2016).
Dans le cas particulier de cancers de la peau, la physioxie (2%) peut induire une sous-expression
de Nrf2 par rapport a la normoxie. C’est le cas des cellules du carcinome épidermoide A431.

Cette diminution de Nrf2 provoque la sous-expression des génes antioxydants, ce qui augmente
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la sensibilité de ces cellules aux traitements anticancéreux. Au contraire, ces traitements ne sont
pas efficaces dans les cellules A431 cultivées en normoxie en raison de leur surexpression

d’antioxydants (Ferguson, Smerdon et al. 2018).
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6. Les différents modéles d’étude de la peau

Il existe de nombreux modeles de peau qui ont été mis au point pour tester des molécules,
comprendre des mécanismes d’action ou reproduire des pathologies cutanées. C'est pourquoi
un point bibliographique sur ces modeles est nécessaire pour comprendre la démarche de cette
étude, en particulier la comparaison de différents modeles et la reproduction de modeles de
photo-vieillissement. Dans ce chapitre, nous allons décrire brievement les divers modeles qui
sont communément utilisés, en commencant par les modeles in vivo et ensuite les modeles in

vitro qui sont a présent les plus utilisés pour la recherche en dermocosmétique.

6.1. Les modeles cutanés in vivo (chez I’animal)

Une multitude de modeles animaux, souris, rats, lapins ou porcs ont été développés soit pour
évaluer des molécules dermocosmétiques, soit pour imiter les maladies cutanées, comprendre
leurs mécanismes et optimiser des candidats médicaments. Les modeles animaux ont I'avantage
de prendre en considération la complexité d'un organe et surtout les interactions avec tout
I’ensemble du corps. Cependant, les résultats ne sont pas directement transposables a la peau
humaine puisqu’il existe de nombreuses différences en termes de structure, de morphologie

(Figure 20), d’épaisseur (Tableau 3), et bien évidement de composition du microbiote cutané.

Souris .

Figure 20 : Une coupe histologique avec une coloration hématoxyline et éosine de la peau humaine
et de peaux de porc, de rat et de souris. Abréviation EP, épiderme ; DM, derme ; BV, vaisseau
sanguin ; SB, glande sébacée, HF, follicule pileux ; et M, muscle.

Adaptés de (O'Brien, Bhatia et al. 2014)

Ainsi, ces différences soulignent la nécessité de disposer d'autres modeles plus conformes a la

peau humaine.
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Espéces Couch(ﬁn::)ornée Epi::i::)me La pea t(lmcn?)mpléte
Homme (avant bras) 17 36 1,5
Homme 16,8 46,9 2,97
Porc (dos) 26 66 3,4
Porc (oreille) 10 50 1,3
Souris (dos) 5 13 0,8
Rat 18 32 2,09
Rat sans poils 8,9 28,6 0,7

Tableau 3 : Les différentes épaisseurs de la peau et de ses différentes couches entre
I’homme et les autres espéces.

Adapté de (Todo 2017)

Par ailleurs, 1'utilisation d'animaux dans le domaine cosmétique est maintenant rigoureusement
réglementée en Europe. La législation européenne a interdit les tests sur animaux pour les
produits cosmétiques finis en 2003 puis pour les ingrédients en 2009. Ceci a finalement été
appliqué en 2013 (Directive 93/35/CEE, 1993 ; Official Journal of the European Community
[JOCE], L 151, p. 32 ; European cosmetic settlement n°1223/2009). Par conséquent, a la fois
I'innocuité et l'efficacité de ces produits doivent étre évaluées a 1'aide de méthodes alternatives.

Pour cela, les méthodes in vitro se sont beaucoup développées ces dernieres années.

6.2. Les modeles in vitro/ex vivo

De nombreux modeles sont disponibles, des plus simple, les modeles 2D constitués de cellules
en monocouche, aux plus complexes avec la peau reconstruite in vitro. Un cas particulier est

celui des explants de peau humaine maintenus ex vivo.

6.2.1. Le modele 2D

L’utilisation des cellules cutanées en monocouche est le mod¢le le plus simple pour suivre la
toxicité ou I’activité d’un produit, pour étudier des mécanismes moléculaires. Deux types de

cellules peuvent étre utilisés : soit des lignées, soit des cellules primaires.

Plusieurs lignées sont utilisées aujourd’hui avec I’avantage de pouvoir disposer de nombreuses
cellules. La lignée de kératinocytes HaCat est de loin la principale utilisée pour étudier
I’épiderme (Boukamp, Petrussevska et al. 1988). Cette lignée est issue d’une immortalisation
spontanée des kératinocytes primaires isolés d’une 1ésion proche d’une zone cancéreuse d’un
patient de 62 ans. Leur immortalisation n’a pas ét¢ faite par des transfections, mais par les

conditions de culture. En effet, ces kératinocytes ont été cultivés durant plusieurs passages dans
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des milieux forts concentrés en calcium et a faible température. Ainsi, cette lignée est
commercialisée avec des passages supérieurs a 30. Malgré cette transformation ces cellules
présentent plusieurs similitudes avec les kératinocytes primaires. Par exemple, elles peuvent se
différencier en partie et exprimer des facteurs de différenciation tels que les cytokératines K14,
K10 et I’involucrine (Colombo, Sangiovanni et al. 2017). De plus, les HaCat sont faciles a
entretenir avec une prolifération illimitée. Cependant, ce nombre de passages induit plusieurs
aberrations chromosomiques, notamment la mutation du géne p53 (Lehman, Modali et al.

1993).

Les cellules primaires proviennent de plasties de peau issues de déchets chirurgicaux. Elles sont
plus représentatives de la peau, mais leur réplication est limitée et le moindre stress induit leur

différenciation ou I’arrét de leur cycle cellulaire.

Il est également possible de cultiver deux ou trois types de cellules simultanément, c'est la
coculture qui est le modele 2D le plus complexe. En effet, ces cocultures facilitent notamment
le suivi des interactions directes entre les cellules ou indirectes par l'intermédiaire de leurs
molécules relarguées dans les milieux de culture. Il existe des cocultures de
fibroblastes/kératinocytes, mélanocytes/fibroblastes, mélanocytes/kératinocytes, etc. Par
exemple, la coculture de kératinocytes et mélanocytes permet de suivre le transfert de la

mélanine (Joshi, Nair et al. 2007)

La mise en ceuvre de ces modeles est simple, peu cofiteuse et ils sont de grande utilité pour les
études moléculaires. Cependant, les cellules dans ces modeles proliferent continuellement alors
que, dans la peau, elles sont a plusieurs niveaux de différenciation et dans une configuration
spatiale différente. Par ailleurs, les cellules se trouvent in vivo dans un microenvironnement
complexe, comme la présence de matrices extracellulaires et de biomolécules. L'essai d'un
produit dermocosmétique est un peu restreint sur ce modele en raison de 1'immersion des

cellules dans un milieu de culture, ce qui ne reflete pas la surface seche de la peau.

6.2.2. Le modéele de peau reconstruite en 3D
Au cours des trois dernieres décennies, le développement des modeles alternatifs a été marqué
par la reconstruction de la peau humaine en modele 3D. Grace a l'ingénierie tissulaire, ces
modeles reproduisent les principales caractéristiques structurelles et fonctionnelles de la peau.
Au départ, ils ont été concus pour la médecine régénérative, en particulier pour la guérison des

brlures (Gallico, O'Connor et al. 1984). Pour autant, ces modeles sont maintenant largement
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utilisés pour la recherche en physiopathologie cutanée et pour 1’évaluation de produits

dermocosmétiques.

Les modeles de peau en 3D peuvent étre composés soit de I'épiderme seul, soit de la peau enticre

avec la partie dermique, ou méme avec 1’hypoderme.

Les épidermes reconstruits ou RHE (Reconstructed Human Epidermis) ont été les premiers
modeles 3D in vitro a €tre développés (Asselineau, Bernard et al. 1986). En effet, les
kératinocytes cultivés sur un support sont capables de proliférer et de se différencier, formant
ainsi un épithélium stratifié qui reproduit les caractéristiques histologiques et biochimiques de
I'épiderme. Pour cela, les kératinocytes sont ensemencés sur un support, en inserts sur des
membranes poreuses synthétiques en polycarbonate, sur un derme désépidermisé et acellulaire,
ou sur une matrice de collagene IV. Les cellules sont maintenues en immersion pendant deux
jours dans un milieu de prolifération classique, puis elles sont exposées a l'air dans un milieu
riche en calcium qui stimule la différenciation. Généralement a 15 jours de culture, 1'épiderme
obtenu est stratifié avec la présence des couches basales, épineuses et granuleuses, ainsi qu'une
couche cornée (Figure 21). Celles-ci peuvent étre caractérisées par des biomarqueurs tels que

Ki67, différentes kératines, la loricrine, la filaggrine ou I’involucrine.

Ce modele est évolutif et peut étre enrichi avec d’autres cellules épidermiques. Avec des
mélanocytes il est possible de recréer les différents phototypes de la peau (Bottcher-Haberzeth,
Klar et al. 2013). Le rajout de cellules progéniteurs hématopoiétiques CD34* dans la culture de
départ de kératinocytes, conduit a la différenciation en cellules dendritiques épidermiques

(Régnier, Staquet et al. 1997).

La construction de I'ensemble de la peau est obtenue par la stratification de 1'épiderme sur un
équivalent dermique. Les fibroblastes de la matrice dermique sont d'abord cultivés sur support
pendant 7 jours puis des kératinocytes sont ajoutés au-dessus et le processus de différenciation
est suivi. Ainsi, ces équivalents de peau ont une matrice cutanée fonctionnelle, ressemblant a la
MEC native, qui stimule davantage le développement de 1’épiderme pleinement différencié. En
conséquence, ils peuvent étre utilisés pour modéliser le vieillissement de la peau (Pennacchi,

de Almeida et al. 2015). Ce modele qui présente une jonction dermo-épidermique permet de
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reproduire les interactions entre les cellules et la matrice, entre les fibroblastes et les

kératinocytes.

Air / Liquide

v

Kératinocytes

Ensemencement des xposition a I'interface air / liquide Changement du milieu tous les
kératinocytes en monocouche pour induire la différenciation deux jours et I’arrét de la culture

[ ———

Couche cornée
Couche granuleuse
Loricrine/ Filaggrine

Couche épineuse

Involucrine / !
Couche basale 3
(NS RNV VAR IR ST N RO m-.nlym-w-» WM Ki67
‘o L’épiderme reconstruit (RHE) La peau humaine /I

Figure 21 : La schématisation d’un protocole de préparation des épidermes reconstruits, des coupes

histologiques de RHE avec une coupe de peau qui montre une différenciation similaire.

Ces modeles évoluent en continu avec I’introduction de différents types cellulaires pour se
rapprocher le plus possible de la peau et reproduire toutes ses fonctionnalités. Les cellules
endothéliales permettent d’échafauder un réseau de vascularisation (Tremblay, Hudon et al.
2005) et méme de reproduire une microcirculation (Salameh, Tissot et al. 2021). Les cellules
neuronales reproduisent en partie les fonctions sensorielles et les cellules immunitaires
apportent 1'immunocompétence cutanée (Muller and Berthod 2021). Il est maintenant méme
possible de reconstruire un modele de peau avec sa microflore. La colonisation par une bactérie
commensale, S. epidermidis a permis d’étudier l'interaction avec les kératinocytes et a montré
la transcription des genes de défense tout en conservant la fonction barriere de ce modele
(Niehues, Bouwstra et al. 2018). D'autres équipes sont parvenues a introduire des bactéries
pathogenes telles que M. restricta pour explorer son implication dans la formation des pellicules
du cuir chevelu (Meloni, Balzaretti et al. 2021). Toutefois, ces modeles sont trés délicats a
mettre en ceuvre tout en conservant une stérilité et la culture ne dépasse pas les 72 heures. Par

ailleurs, ces modeles sont loin de représenter la complexité du microbiote cutané.
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Les RHE et les peaux reconstruites ont été largement employés pour les études de I'hnoméostasie
de la peau, mais aussi pour étudier ses pathologies et son vieillissement. Ces modeles ont été
adaptés pour représenter des pathologies de la peau, telles que la dermatite atopique ou le
psoriasis (Bernard, Morel et al. 2012). Pour I’étude du vieillissement cutané, des modeles ont
été construits a partir de kératinocytes vieillis (par culture longue durée ou suite a irradiation
UV). Ceci a permis d’obtenir des peaux qui reproduisent les mémes caractéristiques que celles
des peaux photovieillies en particulier par la présence des cellules sénescentes et par I’altération

de la fonction barriere (Lowenau, Zoschke et al. 2017).

6.2.3. Le modele des explants de peau
Des explants de peau sont aussi utilisés comme modeles alternatifs. Ce modele contient tous
les types cellulaires et quasiment toutes les fonctions structurelles et métaboliques de la peau
normale a I’exception de la circulation sanguine. Ces explants peuvent étre maintenus en culture
pendant une dizaine de jours. Ils sont utilisés pour 1'application topique de produits cosmétiques
ou l'application de stress, en particulier des UV, permettant ainsi de restituer les mémes effets
qu’in vivo. Ils sont également souvent employés pour le suivi de la pénétration transcutanée des
formulations chimiques. Le probleme majeur de ces explants est que les résultats ne sont pas

toujours reproductibles d'un donneur a l'autre, du fait de la variabilité interindividuelle.

6.3. Les avantages et inconvénients des différents modeles

Ainsi, tous ces modeles de peau proposent de nombreuses possibilités et laissent le choix selon
les objectifs de I'étude ciblée (criblage de nombreuses molécules, études de pénétration,
mécanismes d’action et signalisation...). Par exemple, les modeles 2D sont les plus appréciés
pour une étude moléculaire sur le suivi d’une voie de régulation. Cependant, pour 1'étude d'une
pénétration d'ingrédient actif au niveau transépidermique, le modele des explants de peau est le
plus approprié, sachant que les modeles 3D in vitro sont plus perméants que la peau. Les RHE
sont également des modeles pertinents car ils miment toutes les phases de différenciation de
I'épiderme et facilitent ainsi les études de la barriere cutanée. Ils permettent également une
surexpression ou une sous-expression de genes par ingénierie. Néanmoins, ces modeles
présentent plusieurs limites. Le tableau 4 énumere de maniere non exhaustive les avantages et

les inconvénients des divers modeles.
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Modgles Avantages Limites

Limitation de la prolifération (cellule
primaire)

Mutations génétiques (lignée)
Configuration spatiale différente du tissu
cutané

Réduction des interactions entre les cellules
Immersion dans un milieu de culture

* Cellules d'origine humaine

Reproductibilité des résultats (lignée)

Faciles a obtenir et moins coliteuses (lignée)

Production a grande échelle (lignée) et congélation possible.
Convient a des études moléculaires

Possibilité de réaliser des co-cultures

.
.

Monocouche
cellulaire

Prolifération et différenciation comme dans la peau Culture sur une longue durée

Présence de la barriére épidermique Perméabilité différente de celle de la peau in
Modele évolutif, ajout d'autres types de cellules vivo

Possibilité de reproduire des pathologies cutanées Absence du microbiote cutané

Application topique possible de formulations Absence d'annexes cutanée

Reproductibilité des résultats Variabilité dans les protocoles, dans les
Intérét économique, plusieurs marques sont commercialisées. milieux pour la différenciation

Epiderme et peau
reconstruits

Conservation de presque les aspects physiologiques de lapeau  * Accés et quantité limités
Présence de I'ensemble des cellules cutanées Réglementation éthique
Présence de la barriére cutanée Variation selon les donneurs
Application topique possible de formulations Durée de culture limitée

Exr;lant de peau

Tableau 4 : Les avantages et limites des différents modéles d’études de la peau.

6.4. Les modeles de peau et le taux d’oxygene

Dans I’ensemble de ces modeles, qu’ils soient 2D ou 3D, 1’oxygénation de la peau n’est pas
prise en considération et les expériences sont réalisées a 18,6% d’O2 dans les incubateurs.
Méme le modele des explants ex vivo ne reproduit pas la physioxie puisque la circulation
sanguine est absente et que la partie dermique est en contact avec 1’air de I’incubateur ou le

milieu de culture.

L’aptitude des cellules a s’adapter a la normoxie fausse les résultats de plusieurs processus
biologiques, dont le stress oxydant. Cela ne fait qu’accentuer les limites de ces modeles in vitro
et I’incohérence avec ce qui se passe in vivo. Par exemple, le stress oxydant est le principal
facteur dans un certain nombre de troubles de la peau, en particulier le vieillissement. Les
modeles cutanés in vitro qui reproduisent ce processus, a I’heure actuelle, sont réalisés dans des
conditions de normoxie. Ces conditions sont loin d’€tre représentatives de ce qui se passe

exactement au niveau de la peau.

Quelques ¢études commencent a reproduire le taux d’oxygénation physiologique,
principalement en systtme de monocouche, mais elles restent tres limitées. Cependant,
I’importance de respecter la physioxie émerge de plus en plus avec les études récentes de 1’effet
de I’oxygénation sur les activités cutanées (partie 5). Le modele de peau in vitro "idéal" n’existe
probablement pas mais s’approcher au plus prés des conditions physiologiques apportera des

résultats plus fiables quant a 1’étude des mécanismes physiopathologiques cutanés.
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La physioxie correspond a la pression partielle en oxygene dans les tissus. Ce terme a paru pour
la premiere fois dans une revue publiée par notre groupe en 2011, et est largement utilisé
aujourd'hui. Les travaux de I’équipe se concentrent beaucoup sur la peau. Cet organe possede
une physioxie particuliere. En effet, I'épiderme est dépourvu de vaisseaux sanguins, il est donc
oxygéné a partir de deux sources. L'une provient du derme et 'autre de 1'0O> atmosphérique. La
teneur en oxygene dans la peau varie en conséquence entre ses différentes couches de 1.5 2 7%.
Le niveau le plus bas se situe dans la couche basale. Selon la littérature, ce taux d'oxygene
intervient dans le maintien de la prolifération des kératinocytes souches, préservant ainsi
1’autorégénération de 1'épiderme. Etonnamment, la physioxie est souvent négligée dans les
cultures cellulaires in vitro. En effet, les expérimentations sur les modeles de peau sont
généralement effectuées en normoxie qui correspond a 18,6% d’O». Pourtant, au cours des
dernieres années, certaines études ont commencé a démontrer que les cellules cultivées en
physioxie conservent leurs propriétés équivalentes a I’in vivo. De plus, notre équipe a démontré
qu’il existe une modulation de la pigmentation des mélanocytes en physioxie, et encore sur

I’expression des microARNS.

Dans ma these, nous nous sommes posé€ la question du statut du stress oxydant dans des
kératinocytes cultivés en physioxie. Pourquoi s’intéresser a ce processus ? Parce que le
métabolisme de l'oxygene est la premiere source de ROS. Les ROS sont des régulateurs
importants de 'homéostasie cellulaire mais, en exces, ils excedent les capacités antioxydantes
de la peau et conduisent, par conséquent, a un stress oxydant. Celui-ci est le principal
mécanisme du photovieillissement cutané, particulierement parce que que les ROS sont
fortement surproduits sous l'influence de facteurs exogenes, y compris l'exposition aux UV.
Normalement, les enzymes telles que la catalase, les superoxyde dismutases et les glutathion
peroxydases sont les premieres a neutraliser les ROS dans 1'épiderme. Cependant, en
vieillissant, leurs expressions sont perturbées. Ces enzymes antioxydantes sont actuellement
visées par plusieurs traitements antidges. Par conséquent, 1'étude de la physiologie des enzymes

antioxydantes dans leur microenvironnement est indispensable, spécialement dans le cas du

stress oxydatif.

Au début de ma these, peu de modeles cutanés étaient étudiés en physioxie. En conséquence,

notre premier objectif a été€ de développer des modeles pour étudier les kératinocytes dans les
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conditions d’oxygénation physiologiques. Nous avons commencé par un modele simple des
kératinocytes en cultures en monocouche (2D) et poursuivi ensuite par la mise au point de
modeles d’épidermes reconstruits, afin de reproduire la configuration des kératinocytes in vivo
(3D). Nous les avons caractérisés en les comparant aux mémes modeles développés en

normoxie.

Compte tenu de I'importance de I'oxygene dans le stress oxydant, notre second objectif a été de
caractériser les taux basaux des enzymes antioxydantes dans ces différents modeles. Puis nous
avons étudié si leur expression, leur quantité, mais aussi leur activité étaient modulées en

physioxie par comparaison aux conditions de normoxie.

Jusqu’a présent, il n'existe pas d'étude sur le photovieillissement cutané dans un modele in vitro
de physioxie. Pour comprendre la réponse des kératinocytes dans le photovieillissement, notre
troisieme objectif a consisté a reproduire ce processus dans nos modeles par irradiations UV et

a suivre dans le temps la régulation des antioxydants en physioxie.

De facon générale, un des objectifs de ma these vise a proposer des modeles qui respectent au
mieux le microenvironnement de la peau. Ces nouveaux modeles sont utilisés dans notre cas
sur I’étude du processus de photovieillissement et peuvent également tre utilisés pour étudier

d'autres processus biologiques de la peau.
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L’ensemble des résultats de mon projet de these sur le statut du stress oxydant et les enzymes

antioxydants en physioxie sont présentés ici sous forme de deux articles.

1. Partie 1

1.1. Résumé

Dans cette premiere partie, nous avons commencé par établir des modeles représentant la peau
en physioxie. Nous nous sommes ensuite focalisés sur leurs caractérisations par rapport a ceux
développés en normoxie, en termes de prolifération et d'expression des d'enzymes
antioxydantes. Nos résultats démontrent une meilleure résistance des kératinocytes en
physioxie contre un stress oxydant, une surexpression de la catalase et de la SOD2 ainsi qu’une

activité enzymatique antioxydante plus importante.

Le présent article est en cours de finalisation en vue d'une soumission dans le journal Free

Radical Biology and Medicine.

1.2. Article 1 : Improvement of antioxidant defenses in
keratinocytes maintained in physioxia: comparison of 2D and

3D models
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Abstract

In the skin, keratinocytes ensure the defences against oxidative stress, an excessive
production of reactive oxygen species (ROS), mainly to prevent photoaging. They are localized
in the epidermis where the oxygen level (1-3% O:,), named physioxia, is low compared to other
organs. Oxygen is essential for life as its metabolization by mitochondria brings energy, but it
is also involves the generation of ROS. Most of the studies on antioxidant capacities of
keratinocytes are performed in classical in vitro culture condition (18.6% O- in an incubator),
named normoxia, which are very far from the physiological microenvironment, thus submitting
cells to an overoxygenation. This study aimed to investigate the antioxidant system in
keratinocytes under conditions mimicking the oxygenation of skin tissue, physioxia, in both 2D
and 3D models. First, we show here that the basal antioxidant profiles of keratinocytes display
important differences when comparing HaCaT, primary keratinocytes (NHEK), reconstructed
epidermis (RHE) and skin explants. We established and characterized keratinocyte cultures at
3% and 18.6% oxygen: monolayers, comparing HaCat, NHEK, and RHE. Physioxia condition
was shown to promote a strong proliferation of keratinocytes in both monolayers and RHE,
resulting in a thinner epidermis likely due to a slow-down in cell differentiation. Besides, cells
in physioxia display a lower ROS production suggesting a better protection against oxidative
stress. To understand this effect, we studied the antioxidant enzymes, catalase, superoxide
dismutases, gluthation peroxidases, at various levels: mRNA expression, protein amount and
activity. We reported a lower or equivalent level of mRNA for all enzymes in physioxia
conditions compared to normoxia, and whatever the culture model, but a higher activity for
catalase and superoxide dismutases. As the amount of catalase remains unchanged in NHEK
and RHE, the results suggest that catalase is suractivated in physioxia. Contrary, physioxia
condition induced a higher amount in SOD2 which can explain the higher activity. Taken
together, our results demonstrate the role of oxygen level in the regulation of the antioxidant
defences in keratinocytes, highlighting the importance of the culture conditions. Additionally,
the present study points out the significance of the keratinocyte model choice and the oxygen

level to be as close as possible to the in-situ skin.

Keywords
Oxygen, skin, antioxidant defences, Physioxia, human reconstructed epidermis
Abbreviations

ROS, reactive oxygen species
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SOD, superoxide dismutase

GPX, glutathion peroxydase

TBS, Tris buffer saline

NHEK, normal human epidermal cell

HDF, human dermal fibroblast

RHE, reconstructed human epidermis

PBS, phosphate buffer saline

CM-H>DCFDA, 5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
SDS-PAGE, Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

1. Introduction

Oxygen is one of the main parameters of the microenvironment in tissues and it ensures
an optimal cell metabolism required for stabilizing homoeostasis in physiological conditions.
In the skin the physiological oxygen level (physioxia) ranges from 1 to 3%, in the epidermis,
to 7%, in the dermis, and is lower compared to atmospheric oxygen 21% (normoxia) [1].
However, in vitro cell culture experiments are commonly performed under standard
atmospheric oxygen tension leading to around 18.6% O- inside an incubator [2], which is far
from the physiological oxygen level. Keratinocytes grown under elevated oxygen levels
consume more oxygen and produce higher ATP levels [3]. Several studies have shown the
importance of maintaining the physioxia of each tissue in in-vitro assays. Indeed, the variation
in oxygen can impact the cell metabolism [4], proliferation and differentiation [5], key

mechanisms of skin functions.

A consequence of oxygen metabolism in cells is the production of reactive oxygen
species (ROS) and their production is oxygen-dependent [5-9]. The ROS level is the key
measure for evaluating the redox state of skin cells. In addition, keratinocytes are targets of
exposome [10], which leads to the generation of high ROS levels and to oxidative stress. This
latter causes DN A mutations as well as proteins and lipid oxidation inducing apoptosis [11] and

keratinocyte senescence [12].

Therefore, cells have to develop various strategies for converting ROS into less toxic
species thus preventing their accumulation and the subsequent potential damages. The first
effective line of defence against ROS involves the antioxidant enzymes, mainly Superoxide

Dismutases (SODs) responsible for the neutralization of O to H>O», which is then eliminated
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by Catalase or Glutathione Peroxidase (GPx) metalloenzymes. These enzymes have distinct
and specific mechanisms of action, with different subcellular localizations. However, they can
appear in a complimentary way in order to avoid oxidative damage to the cellular components.
In skin, these enzymes are more expressed in epidermis than in dermis [13], where they allow
the protection of the tissue and thus prevent skin photoaging. Their inefficiency negatively

impacts the skin homoeostasis.

In the current work, we investigated the role of physiological oxygen level, compared
to classical culture conditions at atmospheric pressure oxygen, in the modulation of antioxidant
system in keratinocytes, both in monolayer cultures and in reconstructed epidermis. First, we
prepared and characterized the 2D (HaCaT cell line and primary keratinocytes) and 3D
keratinocyte models in physioxia and we compared the antioxidant enzyme profile between in
vitro models. Then we assessed the efficacy of the antioxidants by evaluating ROS production.
To understand the observed modulations, we studied the enzymes catalase, superoxide
dismutases and glutathione peroxidases in terms of gene expression and protein amount as well

as their antioxidant activity.

2. Materials and Methods
2.1. Monolayer cell cultures

HaCaT cell line was derived from the spontaneous immortalization of human
keratinocytes [14] and was purchased from CLS GmbH (Eppelheim, Germany). HaCat cells
were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, [llkirch- Graffenstaden) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Sigma-
Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France), 100 U/mL penicillin, 100 pg/ml streptomycin
(Gibco™, Thermo Fisher Scientific) and 2 mM L-glutamine (Eurobio, les Ulis, France). The
primary normal human epidermal keratinocytes (NHEK) were purchased from Lonza
Bioscience (Basel, Switzerland) and maintained in Dermal.ife K Complete Medium (Lifeline
Cell Technology, Frederick, MD, USA) supplemented with 100 U/mL penicillin, 100 pg/ml
streptomycin. Normal human adult primary fibroblasts (HDF) were purchased from Cell
Systems (Kirkland, WA, USA) and maintained in Fibrolife medium (Lifeline Cell Technology)
supplemented with 100 U/mL penicillin, 100 pg/ml streptomycin. Cultures were maintained at
37°C in normoxia condition in a classical incubator with 5% CO> and 18.6% of O», or in

physioxia condition inside a HypOxystation® H35 (Don Whitley, Bingley, United Kingdom )
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with 3% of Oz, 5% CO; and 92 N». Throughout this study, cells were always used at about 70%
confluence with a maximum of 40 passages for HaCat cell line, of 2- 3 passages for NHEK, of
6 passages for HDF. The numbers of viable cells were determined using the NucleoCounter

(ChemoMetec, Allerod, Denmark) according to the manufacturer’s instructions.

2.2. Reconstructed Human Epidermis

Reconstructed human epidermis (RHE) were generated on polycarbonate membrane
cell culture inserts with 12 mm diameter and 0.4 um pore size (Sigma). Briefly, after thawing,
HDF and NHEK were resuspended in their specific culture medium and maintained in
normoxia or in physioxia conditions, the medium being replaced after 24 hours and every two
days. When cells reach 70% confluence, HDF were harvested by incubation with trypsin-
EDTA (Gibco™, Thermo Fisher Scientific), seeded at 5 x 10* cells/insert on the outer side of
the insert membrane and let them attach for 1h. Keratinocytes were harvested using trypsin
solution (Lonza Biosciences) and seeded into the inserts at 4 x 10° cells/insert in Dermalife K
complete medium. Inserts were placed in 6-well-plates containing 2 ml Dermalife K complete
medium and incubated for 48 h. Then, to induce keratinocyte differentiation, the medium inside
the insert was removed and keratinocytes were subsequently exposed to air-liquid interface.
The medium inside the 6-well-plates was replaced by 1.5 mL of Epilife supplemented with 1%
Human Keratinocyte Growth Supplement (Gibco™, Thermo Fisher Scientific), 1.5 mM CaClLo,
92 pg/mL L-ascorbic acid 2-phosphate and 10 ng/mL keratinocyte growth factor (Sigma
Aldrich). The medium was renewed every 2 days and the air-liquid cultures were maintained

15 days.

2.3. Skin Explants

Abdominal skin biopsy from a 37-year-old woman was obtained from Proviskin
(Besancgon, France). Explants of 1 cm diameter were prepared from defatted skin biopsy,
incubated in RNA latter solution (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) for 24h at 4°C,

immediately frozen and kept at -80°C before RNA extraction.

2.4. Determination of intracellular ROS generation

Intracellular ROS formation in normoxia and physioxia was measured by the cell-
permeant probe 5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate, CM-
H>DCFDA (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific). Cells were seeded at a density of 1 x
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10%/well in 96-well microplates and were maintained for four days in normoxia or physioxia
condition. Then cells were washed with phosphate buffer saline (PBS) and incubated with 10
uM CM-H>DCFDA for 20 min. After washings, cells were stressed with 50, 100, 200 or 400
puM H20: (Sigma Aldrich) for 20 min. Non stressed cells were incubated with N-acetyl-cystein
SmM (Sigma Aldrich), a ROS scavenger, during the previous two steps. The relative
fluorescence intensity was then measured using a microplate spectrophotometer (VICTOR 3V,
Perkin Elmer, Villebon sur Yvette, France) with excitation at 490 nm and emission at 535 nm.
Results are expressed in relative fluorescence units for the non-treated cells and in fold change

versus control for H>O; treated samples.
2.5. Western blots

After culture, cells were washed with cold PBS then mechanically harvested in RIPA
lysis buffer (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). After 15 min of incubation on ice,
lysates were centrifuged. The supernatant was collected, and protein extract concentration was
determined using Bio-Rad DC™ protein assay. Proteins were denatured at 95°C for 5 min in
Laemmli buffer 4X with 0.1% B-mercaptoethanol (Biorad, Hercules, CA, USA). 25 ug of
proteins were then loaded on a 12% SDS-PAGE gel at a voltage of 160 V for 45 min. The
separated proteins were transferred to a nitrocellulose membrane (Biorad) using Trans-Blot
Transfer System (Biorad). Membrane was incubated in a blocking buffer (5% dry skimmed
milk in Tris Buffered Saline (TBS) supplemented with 0.1% Tween-20). Proteins were probed
with primary antibodies overnight at 4 °C and then with horseradish peroxidase conjugated-
secondary antibodies for 1 h at room temperature. After washing with TBS-Tween-20, bands
were detected with enhanced chemiluminescence reagents (WestDura detection kit, Thermo
Fisher Scientific) and then the signal was digitally acquired using the chemiluminescence

imager ChemiDoc (Biorad).

The following primary antibodies were used: catalase (1:1000, 12980, Cell Signaling
technology, Danvers, MA, USA), SODI1 (1: 1000, ab183881, Abcam, Cambridge, United
Kingdom), SOD2 (1: 1000, ab13533, Abcam), GPX4 (1: 1000, ab13533, Abcam), B-Actin
(1/10000, Cell Signaling Technology), secondary antibody goat anti-rabbit (1:30000, 65-6120,
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).

Protein quantification was performed using Imagel.ab software (BioRad) and results were

normalized to the corresponding actin content.
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2.6. Gene expression

Total RNA from cell cultures, RHE samples or skin explants were extracted using
Qiagen RNeasy mini kit following the manufacturer’s recommended protocol (Qiagen, Hilden,
Germany). The reverse transcription of 1 pg total RNA was performed using reverse
transcription kit Maxima First Strand cDNA (Fermentas, Thermo Fisher Scientific). The
generated cDNA (200 ng) was used as a template for the qPCR with various primers and SYBR
Premix Ex TagTM (TAKARA BIO INC, Saint Germain en Laye, France). PCR reactions were
set up in duplicate, after a slight modification of the manufacturer’s protocol, allowing the use
of 2 uL. cDNA per reaction, instead of 5 pL.. Reactions were run on a LightCycler 480 (Roche
Diagnostics, Meylan, France). A dissociation curve was run after each PCR reaction to ensure
that only one amplicon was synthetized. qPCR analysis was performed using the LightCycler
480 software. The efficiency of each primer pair was calculated using a dilution range of cDNA.
The relative quantity of each gene was then calculated by considering the efficiency of each
primer pair. Three housekeeping genes, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), beta-2 macroglobulin (B2M) and B-Glucuronidase (GUSB) were used in the same
experiment. The geometric mean of reference gene-relative quantities was used to normalize
the relative quantities of each gene of interest. Results are expressed as mean +/- SEM of

normalized relative quantities from at least three independent samples.

The following primers were used in the study of the respective target genes: catalase (Sigma,

FH3_CAT GGACTTTTTACATCCAGGTC, and RH3_CAT
CGGTTTAAGACCAGTTTACCO), SOD1 (Sigma, FH1_SOD1
GAGCAGAAGGAAAGTAATGG, RHI_SOD1 GATTAAAGTGAGGACCTGC), SOD2
(Sigma, FH1_SOD2 ATCATACCCTAATGATCCCAG, RH1_SOD2

AGGACCTTATAGGGTTTTCAG), GPX4 (Qiagen, QT00067165), B2M (Qiagen,
QT00088935), GAPDH (Qiagen, QT00079247), GUSB (Qiagen, QT00046046).

2.7. Measurement of SODs, Catalase, GPX enzymatic activities
After four days of culture in normoxia or physioxia, the antioxidant activities in HaCaT,
NHEK and RHE were measured using catalase and SODs assay kits (707002, 706002, 703102,
Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA). Briefly, cells were harvested in the corresponding
lysis buffer and centrifuged at 10,000 rpm for 15 min, and 5 min at 1,500 rpm for catalase and
SODs assay respectively. The supernatant was kept on ice and used for the activity assay and

protein quantification.
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The assays were performed according to the manufacturer’s instructions. To measure
catalase activity, methanol is converted to formaldehyde in the presence of H>O». Then the
reaction of formaldehyde with 4-amino-3-hydrazino-5- mercapto-1, 2,4 triazole (Purpald)
generated a coloured compound which absorbs at 520 nm. The catalase unit was described as
the quantity of enzymes that degraded 1 nmol of H202 to Oz and H20O per min. For SOD
activity measurement, the reaction is based on a xanthine oxidase system, which produces O,
~1in the environment and then oxidizes tetrazolium into coloured compounds (formazan). In
this case, SODs compete with tetrazolium and leads to a decrease in coloration, proportional
to the level of SOD activity. The absorbance was measured at 450 nm, and the SODs unit is
defined as the amount of enzyme needed to exhibit 50% dismutation of O2" . The results are

expressed as units of enzyme/mg proteins.

2.8. Cell immunostaining

Cells were seeded on glass coverslips and maintained in culture in normoxia or
physioxia. They were washed with TBS and then fixed for 7 min with 4% paraformaldehyde
solution on ice. Plasma membranes were permeabilized for 10 min with TBS-Triton X-100 1%,
and non-specific binding sites were saturated for 1 hour at 4° C with TBS containing 1% bovine
serum albumin, 3% goat serum, and 0.3% Triton X-100. Cells were then incubated overnight
at 4° C with primary antibodies. After washing with TBS, cells were incubated for 1 hour with
secondary antibodies. Before mounting, nuclei were stained with a solution of 50 ug/ml bis-
benzimide (Sigma-Aldrich) for 10 min at room temperature. Finally, coverslips were mounted
on glass slides using Fluoromount-G mounting medium (SouthernBiotech, Birmingham, AL,
USA). The following primary antibodies were used: catalase (12980, Cell Signaling), SOD1
(ab183881, Abcam), SOD2 (ab13533, Abcam), GPX4 (ab13533, Abcam), Alexa Fluor 568-
conjugated goat anti-rabbit secondary antibody (A-11036, Invitrogen, ThermoFisher

Scientific).
2.9. RHE immunostaining

Twenty-four hours before stopping the cultures, pimonidazole (100 uM, Hypoxyprobe
kit, Hypoxyprobe, Burlington, MA, USA) was added to the culture medium of RHE. After 15
days of culture, RHE were fixed with a 4% paraformaldehyde solution for 24 h and kept in 30%
sucrose for 48 h at 4° C. RHE on membranes were separated from the insert and embedded in

OCT embedding matrix (Leica, Wetzlar, Germany). Immediately, specimens were snap-frozen
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in isopentane on dry ice and then kept at -20°C. RHE were cut into 7 um thick slices with a
cryotome (Leica). Some RHE cryosections were stained with Masson’s Trichrome (Masson-
Goldner staining kit, Sigma-Aldrich) according to the manufacturer’s instructions. Before
immunostaining, cryosections were exposed to citrate buffer (0.01M, pH 6) at 90°C for 45 min,
permeabilized with TBS-1%Triton X-100, and saturated with TBS containing 1% bovine serum
albumin, 3% goat serum, and 0.3% Triton X-100, for 1 h. The immunohistochemical staining
was performed using primary antibodies specific for Ki-67 (550609, BD pharmingen, le Pont
de Claix, France), involucrine (I9018,Sigma-Aldrich), loricrin (PRB-145P, Covanceref),
catalase (12980, Cell Signaling), SODI (ab183881, Abcam), SOD2 (ab13533, Abcam) which
were incubated overnight at 4 °C. Cryosections were subsequently incubated with the
corresponding secondary antibodies (AlexaFluor 568 goat anti-rabbit IgG, A-21069, or
AlexaFluor 488 goat anti-mouse IgG, A-21121) for 1 h at room temperature. For pimonidazol
adducts detection, cryosections were incubated with the FITC-conjugated antibody
(Hydroxyprobe kit) for 1h at room temperature. Before mounting, nuclei were stained with a
solution of 50 uM bis-benzimide (Sigma-Aldrich) for 10 min at room temperature. Finally,

cryosections were mounted using Fluoromount solution.
2.10. Immunostaining: photos and quantification

Immunostaining images were taken using a confocal microscope LSM980 AS2 (Zeiss,
Iena, Germany), and ZEN software (Zeiss). Quantification of fluorescence intensity was
determined using ImageJ software and normalized to the analysed surface. For Ki67 labeling,
the percentage of positive cells was calculated by the number of Ki67 positive cells divided by

the total number of nuclei (bis-benzimide positive cells) in the basal layer.
2.11. Statistical analysis

All experiments were repeated at least three times as mentioned in the figure legends.
The data were treated with Prism GraphPad 9 software (GraphPad, Inc, La Jolla, CA, USA).
The figures were generated, and the results are presented as mean = SEM of at least three
biological replicates. For the statistical analyses, an unpaired Mann-Whitney test was used to
compare two independent groups and a two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey’s post-hoc correction was performed for multiple comparison. The differences were
considered statistically significant when * p <0.05, ** p <0.01, ***p <0.001, ****p<0.0001

respectively.
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3. Results and discussion

The role of oxygen in skin physiology is complex and difficult to study as the skin
microenvironment, and mainly the physiological oxygen level, physioxia, is far from the in
vitro culture conditions which are mostly performed in atmospheric pressure oxygen. In the
present study we used several models, from cells in monolayers to reconstructed epidermis, to
investigate the status of the antioxidant system in keratinocytes in the physiological conditions

of skin oxygenation.

3.1. Keratinocytes express different antioxidant profiles between

monolayer cultures and reconstructed epidermis

Before going to physioxia experiments, we started by comparing the expression of
antioxidant enzymes in various models classically used to study skin activities in order to
understand how cells can adapt to normoxia environment. The HaCaT cell line resulting from
a spontaneous immortalization of epidermal cells is widely used as a model of keratinocytes
although it is not able to achieve a total differentiation [14]. Primary keratinocytes are the cells
of choice for studying epidermis activity, but these cells are coming from different donors,
which can have more heterogeneous behaviours. Under monolayer culture, both HaCat and
NHEK do not represent epidermal properties in the skin. These two cell culture models are the
most used to assess response to oxidative stress and to evaluate potential antioxidant
compounds. To obtain a representative skin barrier, reconstructed epidermis from primary

keratinocytes brings a good alternative to skin explants and are more and more studied.

To compare these models, the antioxidant gene expression profile in HaCaT cells, in
primary keratinocytes, in reconstructed epidermis and in skin explants was analysed using RT-
gPCR. Results show that the antioxidant profiles are not similar (Fig. 1). The major difference
is that cells in monolayers express globally lower level of antioxidant enzymes than RHE or
skin explants. If we compare cells in monolayers, NHEK display very low expressions of
catalase and SOD1 when compared to HaCat cell line. This has to be taken into account for the
choice of the better model to assess antioxidant activity or ROS production, as an example.
Besides NHEK cells express a higher level of catalase and SOD transcript when differentiated
to form a 3D epidermis compared to cells cultivated in monolayer. On the contrary, they display
a lower level of GPX than cell culture models. These results suggest that the differentiation

process in human epidermis affects a lot of the expression of antioxidant enzymes and these
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results confirm several studies performed on animal models, either on catalase expression or on

catalase activity. In fact, studies on newborn rat keratinocytes reported that catalase was mainly

expressed in the cytoplasm of cells from the stratum granulosum to the lower corneum [15].

Besides, in vitro catalase-specific activity was shown to be relatively constant during the

proliferation phase of murine primary keratinocyte in monolayer culture, but to increase after

cessation of cell division [16]. Furthermore, in murine skin, the study of keratinocyte

subpopulations in different stages of differentiation from murine skin confirmed that catalase

activity increases with keratinocyte maturity [17]. In addition, we demonstrated here that in

vitro keratinocyte differentiation also modulates SODs and GPXs expression.

Interestingly, RHE show a similar antioxidant profile than skin explants with an
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Fig.1. The antioxidant expression profiles are different between HaCaTl, NHEK,
RHE and skin explants. HaCaT cells, NHEK, RHE and skin explants were analysed
for the expression of mRNA of antioxidant enzymes. Results are expressed as

normalized relative mRNA expression (mean +/- SEM) for catalase, superoxide
dismutase 1 and 2, glutathione peroxidase 1 and 4 (N=3 for HaCaT, NHEK and
explants, N=6 for RHE). Statistical significance was determined using analysis of
variance (ANOVA). *p<0.05, **p<0.01, ¥***p<0.001, ****p<0.0001.

overexpression of catalase and SODs, and a low expression of GPX family genes. This confirms

that the RHE models closely mimic the real epidermis. So, in vitro epidermis differentiation

process leads to the same antioxidant profile as in vivo and highlights the relevance of using
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RHE for skin antioxidant investigations. Comparatively, HaCaT and NHEK models are not

representative of the antioxidant defences of the skin.

3.2. Characterization of keratinocyte proliferation in physioxia

condition

To characterize the effect of oxygen on keratinocytes, cell cultures were adapted in
physioxia conditions (3% oxygen) for four days, to mimic epidermis physiological conditions,
and compared to culture in normoxia (18.6% oxygen). No morphological change was observed
for HaCaT and NHEK in both oxygen conditions (Fig. 2A). However, we followed the cell
growth for several days and show that the proliferation rate of HaCaT and NHEK, 5 or 6 days
after seeding (Fig. 2B), is significantly increased in physioxia when compared to normoxia (+
20 % and + 52% on day 6, respectively for HaCat and for NHEK). This is in agreement with
previous results showing an increase in keratinocyte proliferation in physioxia (2 to 5% O2)
after 4 to 6 days of culture [3, 5, 18]. Freshly isolated keratinocytes grown for 8 days in the
absence of serum and exposed to 5% of oxygen were shown to increase their growth rate up to
12-fold compared to the same cells grown in normoxia [18]. Furthermore, primary
keratinocytes growth at 5% oxygen reduces differentiation gene expression like K10, involucrin
and filaggrin [18]. All these results suggest that physioxia allows keeping the proliferative
potential of keratinocyte, preserving them from differentiation. However, two studies reported
a decrease in keratinocyte proliferation at 3 and 4% O for shorter terms of culture (2 to 4 days)
[19, 20]. Differences can come from culture conditions, from the origin and the nature of the
cells. These conflicting reports show how the role of oxygen on keratinocytes growth is still not
very well understood. Additionally, studies on other skin cell types show an increase of cell
proliferation in physioxia for melanocytes [21] and for dermal papilla cells at 2% O> [22]. The
importance of the right oxygen level for skin-cell growth and differentiation was shown in a
study on hair follicles where growing conditions in normoxia resulted in the most efficient
induction of dermal papilla cells, whereas low oxygen level caused the most efficient induction
and maturation of dermal sheath cells [23]. However, other cell type, as human skin fibroblast,

was not sensitive to change in oxygen level [24].

More generally, several recent studies point in the same direction and highlight the
importance of respecting physioxia in cell culture in order to keep the original cell phenotype.

This is the case for endothelial progenitor cells and adipocytes keeping their angiogenesis and
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migratory abilities with a lower proportion of senescent cells [25, 26], and for chondrocytes

retaining their chondrogenicity [27].
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Fig. 2: Differences in HaCat and NHEK proliferation rate in physioxia vs
normoxia. HaCaT and NHEK were maintained either in physioxia (3% O:) or in
normoxia (18.6% O:) for one week. (A) Phase contrast images of HaCat and NHEK
cultures at four days after seeding, scale bar: 400 um; (B) Proliferation curves of
HaCaT and NHEK in physioxia and in normoxia. Cells were quantified using the
NucleoCounter® allowing the evaluation of viable cells. Data are represented with
mean +/- SEM of 2 independent experiments including 6 replicates each. Statistical
significance was determined using analysis of variance (ANOVA). *p<0.05,
*p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

3.3. Characterization of RHE generated in physioxia

Keratinocyte monolayers are considered as representative of proliferative keratinocytes,
1.e., cells from the basal layer of the epidermis, but do not integrate the differentiation process
that occurs in the upper layers. Closer to skin physiology, RHE are now mainly used to study
skin mechanisms as they reproduce a functional barrier even if their permeability is not exactly
the same as native skin [28]. To study the effects of oxygen level, we generated RHE in

physioxia and characterized their properties in comparison to normoxia.
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Following 15 days of culture, RHE were obtained in both oxygen conditions They
display a correct cell stratification and the presence of a stratum corneum shown by the nuclei
and by the Masson’s trichrome stainings (Fig. 3A.). RHE grown in physioxia showed a positive
labelling with the hypoxyprobe pimonidazole confirming the low oxygen level at the
keratinocyte level during the culture time (Fig. 3E). As a consequence, we observed structural
and biological differences in epidermal formation compared to RHE grown in standard
conditions. Interestingly, a lower epidermis thickness was observed in physioxia with about 40
pm compared to 70 um in normoxia (Fig. 3A-3B). This can be correlated to the increase in
Ki67-positive cells (+43%, Fig. 3C-3D) showing that keratinocytes from the basal layer rather
stay in the proliferation phase than enter the differentiation process, leading to a thinner
epidermis. However, the differentiation markers, loricrin and involucrin, are present in

physioxia (Fig. 3F) and indicate an achieved epidermal terminal differentiation.

To our knowledge, very few studies focused on the role of oxygen on skin 3D models.
The stratification of keratinocytes in a colony formation model was reported to be greatly
attenuated at 2% O [29]. Additionally low epidermis thickness was reported for RHE generated
at 5% and 2% O: but without the presence of fibroblasts [18] and a delayed cornification was
observed below 10% O. The terminal differentiation that we observed in our results and that
is absent from the previous model could be due to the presence of the fibroblasts under the
membrane as they were shown to crosstalk with keratinocytes and enhance epidermal barrier
formation [30]. This is in agreement with the second study on a full-skin model prepared at 3%
O2 where a thinner epidermis was shown as well as a terminal differentiation with the
expression of loricrin, involucrin and filaggrin [20]. According to the study of the stratum
corneum composition and the lipid organisation, full-skin equivalents prepared in physioxia
were shown closer to native human skin [20]. Taken together, these results suggest that the
exposition of skin cells, which are naturally in physioxia, to increased levels of oxygen
accelerates keratinocyte differentiation, leading to a thicker epidermis with less proliferating

cells.
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Fig. 3. Comparison between RHE generated in physioxia and in normoxia. RHE
were prepared in physioxia (3% O2) and in normoxia (18.6% O:). (A) Nuclei staining
with Dapi and Masson’s Trichrome staining, (B) Evaluation of epidermis thickness,
(C) Visualization of proliferative cells by Ki67 immunostaining; (D) Evaluation of the
percentage of Ki67-positive cells in the basal layer of RHE; (E) Visualization of the
decrease in oxygen level by pimonidazole adducts immunostaining; (F)
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represented with mean +/- SEM of at least 3 independent experiments. Statistical
significance was determined using analysis of variance (ANOVA). *p<0.05,
*#p<0.01.
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3.4. Physioxia decreases H>O:-induced intracellular ROS

production in keratinocytes

In the cellular metabolism, oxygen availability is closely related to the production of
ROS through mitochondria and enzymes activities [31]. To understand the role of oxygen in
the antioxidant defences of the skin, we started by evaluating the production of ROS in
keratinocytes in physioxia and in normoxia, both in basal conditions and after induction of H>O»
stress.

In both HaCaT and NHEK, the basal production of ROS (Fig. 4) is not significantly
different between physioxia and normoxia after 4 days in culture and only part of this
production can be scavenged by NAC in HaCaT cells. Keratinocytes keep thus a stable ROS
level despite the strong oxygen variation. In the literature ROS production in cells at
physiological oxygen level is still misunderstood and the results are different from one study to
another. Kato et al show a decrease in primary human oral keratinocyte ROS at 2% O for 72h
[5]. This was also reported for human dermal fibroblasts at various Oz levels (1-10% O2) with
a linear basal ROS decrease with the diminution of Oz [24] and for cells from dermal papillae
at 2% O2 [22] or 5% O> [7]. However, an increase in basal ROS production was reported in
human adipocytes at 2% O2 [26] and similarly in human dermal fibroblasts, young or old, at
5% O2 but with a concomitant increase in intramitochondrial superoxide [8]. Therefore, the
production of basal ROS in physioixa depends not only on the cell type or on the oxygen level
but also maybe on the culture medium, or on the choice of ROS probes.

Besides basal ROS production, we also evaluated the ability of cells to respond to H2O2
stress in physioxia. Upon stimulation with high levels of H20O2, both HaCaT and NHEK show
a significant increase in ROS production but only in normoxia. The difference in ROS
production between physioxia and normoxia is significant starting from 100 uM for HaCaT and
only at 400 pM for NHEK. Interestingly, under physioxia condition, the effects of H2O> are
almost totally inhibited because the ROS generation at different H2O> concentration was not
significantly different than that in the control group, for both cellular types. This result shows
that cells in physioxia are less sensitive to H2Ox stress, even for high concentrations, and may

suggest that they have a better antioxidant system.
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Fig. 4. Decrease in H20:-induced ROS production in keratinocytes under physioxia
condition. After a 4-day period in physioxia or in normoxia, HaCaT and NHEK were
submitted to H20: stress (50 to 400 uM) for 20 min. ROS production was then
evaluated using the DCF-DA probe. Non treated (NT) cells were incubated with N-
Acetyl-Cystein (NAC, 5 mM), a ROS scavenger. Basal ROS production was expressed
as normalized values versus normoxia condition. H>O>-stimulated ROS production
was expressed as normalized values versus the corresponding control, normoxia or
physioxia. Data are represented with mean +/- SEM of at least 3 independent
experiments. Statistical significance was determined using analysis of variance
(ANOVA). #p<0.01, "p<0.0001 versus the corresponding control, physioxia ou
normoxia. *p<0.05, **p<0.01, **¥p<0.001, ****p<0.0001 between physioxia and
normoxia.

3.5. Physioxia decreases antioxidant gene expression in keratinocyte

cultures and in RHE

ROS are continually generated inside the cell in response to various endogenous and
exogenous signals. Therefore, the expression and the activity of antioxidant enzymes are crucial
for maintaining a controlled redox state and for preventing damages to biological molecules.
As physioxia decreases ROS level upon H>O» stress, we investigated the expression of the main
antioxidant enzyme genes using RTqPCR, comparing normoxia and physioxia conditions. On
both HaCaT and NHEK, SODI, GPX1 and GPX4 expressions were significantly
downregulated at 3% O (Fig. 5A, 5B). The decrease was of -38 %, -31% and -34%,
respectively for SOD1, GPX1 and GPX4 in HaCaT, and -45%, -34% and -39% in NHEK. On
RHE (Fig. 5C) the downregulation of SOD1 was confirmed (-23%) whereas the GPXs were
not affected by physioxia. On both NHEK and RHE but not on HaCaT, catalase expression was
strongly reduced (-68% and -54%, respectively) in physioxia. Besides, we demonstrated here

that SOD2 was unchanged in physioxia whatever the model used.
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Similar results about a decrease in SOD1 expression, and also, in addition, to SOD3, was
reported in dermal fibroblasts, whether young or old, but in these cells the catalase expression
was unchanged [8]. In a slightly more distant cell type, the A431 human epidermoid carcinoma,
Ferguson et al described the same phenotype in physioxia with a reduction of SOD1, GPX1 and
catalase expressions and a lack of SOD2 modulation under culture at 2% O> [32]. In contrary,
mRNA of SODI1 was reported to be increased in several cells line cultured at 3% of oxygen
[33].
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Fig. 5. Physioxia decreases antioxidant gene expression in keratinocyte cultures and
in RHE. HaCaT and NHEK were submitted to physioxia (3% Oz) or normoxia (18.6%
02) for 4 days. RHE were generated in physioxia or in normoxia for 15 days.
Quantitative real-time PCR analyses were performed for mRNA expression of
catalase, SODI1, SOD2, GPXI and GPX4. Results were normalized to the three
housekeeping genes GAPDH, B2M and GUSB. Data are represented by the relative
mRNA expression with mean +/- SEM of at least 3 independent experiments.
Statistical significance was determined using analysis of variance (ANOVA). *p<0.05,
*p<0.01, ¥***p<0.001, ****p<0.0001 between physioxia and normoxia.

3.6. Physioxia regulates antioxidant enzyme amounts in

keratinocyte cultures and in RHE

As the decrease in antioxidant enzyme expression was not consistent with our
hypothesis that cells in physioxia display a better antioxidant efficacy, we then investigated the

antioxidant enzymes at the protein level by immunofluorescence and Western blotting.

In HaCaT, a clear increase in catalase amount in the cytoplasm in physioxia was
observed by immunofluorescence and this was confirmed by the quantification of Western
blotting (+121% in physioxia compared to normoxia) (Fig. 6A, 6C.). However, the amount of
catalase remained unchanged in NHEK (Fig. 6B, 6D) and in RHE (Fig. 7.). Taken together

these results show an increase in catalase without modulation of the corresponding mRNA in
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HaCat and a lack of catalase modulation associated with a downregulation of the mRNA in
NHEK and RHE. By contrast, a decrease in catalase amount was previously reported in dermal
fibroblasts at 1% O2 [24] and in dermal papilla cells at 2% O2 [22] but, in these two studies,

the corresponding gene expressions were not assessed.

Concerning SOD2, we found in NHEK that the protein amount increases in the cell
cytoplasm in physioxia with a significant level (+ 82%). Similarly, SOD2 amount is higher
(+86%) in RHE in physioxia, confirming the result obtained in NHEK.

For SOD1, we demonstrated a reduction in physioxia of protein amount in RHE (-30%)
whereas it was unchanged in keratinocyte monolayer cultures. However, we observed a
preferential accumulation of SODI1 inside the nuclei of NHEK in physioxia compared to
normoxia whereas in HaCaT it remains in the cytoplasm (Fig 6B). It was previously
demonstrated that SOD1 can be present in the nucleus of fibroblasts where it can act as a
transcription factor. This intranuclear localization was shown to be triggered by the presence of
high levels of H>O, and therefore SODI1 regulates oxidative resistance and repair gene
expression [34]. Whether a higher production of H20: is present in NHEK in physioxia,
compared to normoxia, despite an unchanged global ROS production (Fig. 4), remains to be
determined. Similarly, a different content in H2O> may be present in NHEK compared to HaCaT
leading to a different localization of SODI.

Confirming partly our results a study of keratinocytes from either old or young patient
at 4% O: reported a lack of SOD1 modulation, but also for SOD2 [19] whereas another study

on dermal fibroblasts at 1% O showed a decrease in both enzymes amount [24].

A questionable point in this study of antioxidant enzymes is the decrease, or stability,
in mRNA expression, both in 2D and in 3D models, correlated with an increase of protein
amount, catalase in HaCaT and SOD2 in NHEK and RHE. Several hypotheses can be raised
such as a higher protein stability or a change in enzyme translation mechanisms. In fact,
Timpano et al demonstrated that human cells cultured under physiological oxygen (1-8% O>)
utilize two Cap-binding proteins to recruit distinct mRNAs for translation, eIF4E dominant in
normoxia and elF4E2 dominant in hypoxia, whereas only elF4E-based translation is active in
normoxia [35]. Each cap-binding protein being specific for different mRNA [36], it may explain
that, even if the mRNA expression is low in physioxia, the protein can be more expressed if

elF4E2 is more specific for this mRNA than elF4E.
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Fig. 6 Physioxia modulates antioxidant enzyme amounts in keratinocyte cultures
HaCaT and NHEK were submitted to physioxia (3% O:2) or normoxia (18.6% O-) for
4 days. (A) The catalase, SODI1, SOD2, GPXI and GPX4 were visualized by red
immunofluorescence with a counterstain of nuclei with bis-benzimide. (B) Western
blotting pictures and quantification of catalase, SOS1, SOD2 and GPX4. Data are
represented by the relative protein amount with mean +/- SEM of at least 3
independent experiments. Statistical significance was determined using analysis of
variance (ANOVA). *p<0.05, **p<0.01, between physioxia and normoxia.
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Fig. 7. Physioxia modulates antioxidant enzyme amounts in RHE. RHE were
generated in physioxia (3% O:) or in normoxia (18.6% O:) for 15 days. (A) Catalase,
SODI, SOD2, GPXI and GPX4 were visualized by red immunofluorescence with a
counterstain of nuclei with bis-benzimide. Scale bar of 50 um. (B) Quantification of
catalase, SOD1, SOD2 and GPX4 from immunostainings. Data are represented by the
relative protein amount with mean +/- SEM of at least 3 independent experiments.
Statistical significance was determined using analysis of variance (ANOVA). *p<0.05,
**p<0.01, between physioxia and normoxia.

3.7. Physioxia stimulates antioxidant enzyme activity in

keratinocytes

As the presence of the enzymes in terms of protein amount can be different from enzyme
activity, we further assessed the antioxidant activity of catalase and SODs in the same culture
models (Fig. 8). The results show a similar and significant increase in catalase activity in
physioxia for HaCaT, NHEK and RHE (+41%, +35%, +62%, respectively). Additionally, the
superoxide dismutase activity was higher in physioxia for NHEK (+ 33%) and much higher in
RHE (+ 87%) but was unchanged in HaCaT.
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Little data are available about the effect of oxygen level on antioxidant enzymes in
physioxia, especially in keratinocytes, although these cells are the richest in antioxidant
enzymes in the skin relative to the dermal cells [13]. However, a lower antioxidant activity has
been reported in physioxia in other cell types. A decrease in catalase activity was described in
cells from the dermal papilla [22]. Also, a decline in the expression of antioxidant enzymes and
their activities was observed in carcinoma cells cultivated at 2% O»[32], as well as in fibroblasts
at 1% O [24]. These results are not consistent with ours, obtained in keratinocytes, and up to

now, no mechanism has been put forward to explain such effect.

For SOD2, our work shows an increase in protein amount in physioxia which can
explain the higher activity. However, catalase seems to be affected differently because its
activity is not correlated to the protein level. Our result suggests that catalase becomes activated
in physioxia in both NHEK and RHE. Some posttranslational changes in catalase have been
identified in the literature that may influence a conformational change in the enzyme and thus
its activation or inhibition. The glycation onto specific catalase lysine residues, for example,
can lead to its activation [37]. Catalase activity was also shown to be modulated by direct
interactions with other proteins: calmodulin, the calcium regulation protein, a mechanism
identified in plant [38] but not yet in mammalian cells, or with pS3R, a transcriptional product
of p53 [39]. These possibilities may explain why catalase activities can be induced

independently of its protein amount but their relationship with the oxygen level has to be

studied.
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Fig. 8 Physioxia stimulates antioxidant enzyme activity in keratinocyte cultures and
in RHE. HaCaT and NHEK were submitted to physioxia (3% Oz) or normoxia (18.6%
0:) for 4 days. RHE were generated in physioxia (3% O:z) or in normoxia (18.6% O:)
for 15 days. (A) Catalase and SODs enzymatic activities were evaluated in cells or
RHE extracts. Data are presented by the relative enzymatic activities with mean +/-
SEM of at least 3 independent experiments. Statistical significance was determined
using analysis of variance (ANOVA). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
**%%p <0.0001 between physioxia and normoxia.
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4. Conclusion

We successfully established various models of keratinocyte cultures in physioxia, in particular
reconstructed epidermis, and demonstrated that physiological oxygen conditions controlled
both keratinocyte proliferation and expression of antioxidant enzymes. As a consequence, a
better protection of keratinocytes against oxidative stress was found under physioxia conditions
compared to classical cultures in normoxia, mainly due to the over-production of SOD2 and the
suractivation of catalase. Further studies are needed to determine the mechanisms underlying

such modulations of antioxidant enzymes by oxygen level.
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2. Partie 2

2.1. Résumé

Ce travail fait suite a la premiere étude qui montre I’impact de la physioxie sur 1'état des
enzymes antioxydantes des kératinocytes dans trois modeles de peau. Dans cette deuxieme
étude, nous avons recréé le photovieillissement en physioxie et en normoxie dans les deux
modeles, NHEK et RHE, via des irradiations UV. Nos résultats démontrent une forte
surexpression et/ou activation des enzymes antioxydantes en réponse aux UV en physioxie par

rapport a la normoxie, dans les deux modeles de culture.

Le présent article est en cours de préparation.

2.2. Article 2: Physioxia induces changes in the antioxidant
response of keratinocytes in 2D or 3D models upon UV

irradiation
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Abstract

Skin photoaging is mainly due to oxidative stress. This mechanism is strongly linked to
oxygen level since reactive oxygen species (ROS) are generated from the oxygen by cellular
metabolism or by exogenous factors such as UV exposure. However, most of the studies are
performed under atmospheric oxygen which is very far from the physiological
microenvironment in the skin epidermis, physioxia (1-3% O2). In addition, in aging skin, the
key antioxidant enzymes, catalase, superoxide dismutases (SOD) and glutathione peroxidases
(GPX), are deregulated, leading to accentuating the oxidative stress and the tissue damages.
The present work aims to studying the role of oxygen level on antioxidant enzyme expression
and activity in keratinocytes after UV irradiation. We established two models representing the
epidermis in physioxia (3% O:), primary keratinocytes in monolayer (NHEK) and
reconstructed epidermis (RHE), and compared them to the same models maintained in
normoxia (18.6% O: in an incubator). UVA/UVB irradiation was performed on both models
and antioxidant responses was studied 6 and 24 hours after treatment. Upon UV irradiation in
physioxia, catalase expression increases in NHEK but not in RHE. However the high enzymatic
activity, without any change in catalase at the protein level, mainly at 24h, indicates an over
activation of this enzyme when compared to normoxia. Among all antioxidant enzymes, SOD2
shows the major change with a higher expression in physioxia after UV irradiation, at 6h for
RHE and at 24h for NHEK. This explains the higher superoxide dismutase enzymatic activity
observed in both models in physioxia, whereas SOD1 expression is not or low changed.
However, in NHEK, despite the lack of change in SOD1 amount, a marked difference was
shown in SODI localization. In physioxia, SOD1 accumulated in keratinocyte nuclei 24h after
irradiation suggesting a switch in its activity from antioxidant to transcription factor. These
results open new ways for a better comprehension of antioxidant enzyme regulation in

physiopathological skin photoaging.

Keywords

Oxygen, skin, antioxidant defenses, physioxia, photoaging, normoxia, UV, oxidative stress,
Abbreviations

UV, ultraviolet rays

ROS, reactive oxygen species
SOD, superoxide dismutase
GPX, glutathione peroxidase
TBS, Tris buffer saline
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NHEK, normal human epidermal cell

HDF, human dermal fibroblast

RHE, reconstructed human epidermis

PBS, phosphate buffer saline

CM-H>DCFDA, 5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate

SDS-PAGE, Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

1. Introduction

Photoaging refers to the acceleration of skin natural aging primarily due to prolonged
solar exposure. Upon reaching the earth, the ultraviolet rays, which comprise UVB (290-320
nm) and UVA (320-400), may penetrate human skin and damage epidermal keratinocytes as
well as the extracellular matrix of the dermis, leading to a marked decline in the biological
properties of the skin and various other consequences, such as pronounced wrinkles and
pigmentation spots. One of the reasons to particularly focus on skin photoaging is the high risk of

developing skin cancers [1].

The most important molecular mechanism related to aging is oxidative stress. UV
interacts directly with molecular oxygen, which induces the immediate production of reactive
oxygen species (ROS) such as superoxide (O ) and hydrogen peroxide (H202). Or by the
activation of enzymes, like NADPH oxidase, and alteration of mitochondria producing more
ROS thereafter [2, 3]. As the skin ages, antioxidants, including catalase (Cat) and glutathione
peroxidase (GPX) that neutralize H>O; and superoxide dismutase (SODs) responsible for
neutralizing superoxide O>", become progressively less effective [4]. This deterioration

exacerbates oxidative stress, causing irreversible damage to nucleic acids, lipids, and proteins.

Oxygen is strongly linked to oxidative stress, as it is the source of ROS in the cell.
However, it is a fundamental molecule in cellular metabolism. Oxygen availability varies from
one tissue to another [5]. In fact, physioxia, the physiological oxygenation rate of the organs is
heterogeneous. In the skin, it varies from 1% to 7% and is on average 3% in the basal layer of
the epidermis, which is the rate required for maintaining cell homoeostasis [6]. This percentage
is still lower than the oxygen availability in the air, normoxia, which is 21% O. The
physiological oxygen levels in in vitro culture, especially in the skin, has generally been
neglected until recent years. Furthermore, several studies have shown the importance of
maintaining physioxia of each tissue in vitro. Indeed, culturing keratinocytes at their

physiological oxygenation levels affects their proliferation [7-9]; their metabolism [10], with a
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greater orientation towards glycolysis,; migration [11], and differentiation. Similar effects have

been observed in adipocytes [12], melanocytes and dermal fibroblasts [13].

However, the mechanisms of photoaging, particularly the modulation of antioxidants
which promotes skin aging is not fully elucidated, and the experimental models currently

available remain in normoxia.

The present study aims to better understand the mechanisms of photoaging of the skin
by using reconstructed skin models developed in our laboratory in physioxia and to examine
how an oxygen concentration that more closely reflects a physiological condition (3% O2)
influences the expression of antioxidants in keratinocytes in response to UV treatment. To this
end, the gene transcription and protein expression as well as the activity of Cat, GPX and SODs
were assessed on a 2D model of primary skin keratinocyte culture as well as on a 3D model of
reconstructed skin and were compared to models cultured under the conventional culture
condition of normoxia. We report here, for the first time to our knowledge, data on the variation
in these antioxidants, from transcription levels to their activity, in models grown under

physiological oxygen concentration.

2. Materials and methods
1.1.Cell cultures

The primary normal human epidermal keratinocytes (NHEK) were purchased from
Lonza Bioscience (Basel, Switzerland) and maintained in DermaLife K Complete Medium
(Lifeline Cell Technology, Frederick, MD, USA) supplemented with 100 U/mL Penicillin, 100
pg/ml streptomycin. Normal human adult primary fibroblasts (HDF) were purchased from Cell
Systems (Kirkland, WA, USA) and maintained in Fibrolife medium (Lifeline Cell Technology)
supplemented with 100 U/mL Penicillin, 100 pg/ml streptomycin. Cultures were maintained at
37°C in normoxia condition in a classical incubator with 5% CO: and 21% of O, or in physioxia
condition inside a HypOxystation® H35 (Don Whitley, Bingley, United Kingdom) with 3% of
02, 5% COz and 92 N». Throughout this study, cells were always used at about 70% confluence

with a maximum of 2-3 passages for NHEK cells, and 6 passages for fibroblasts.

1.2.Reconstructed human epidermis (RHE)
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RHE were generated on polycarbonate membrane cell culture inserts with 12 mm
diameter and 0.4 um pore size (Sigma-Aldrich). Briefly, after thawing, HDF and NHEK were
diluted in their specific culture medium and maintained in normoxia or in physioxia, the
medium being replaced after 24 hours and every two days. When cells reach 70% confluence,
HDF were harvested by incubation with trypsin-EDTA (Gibco™, Thermo Fisher Scientific),
seeded at 5 x 10* cells/insert underside of the insert membrane, and incubated for 1h in each
condition. Keratinocytes were harvested using trypsin (Lonza Biosciences) and seeded into the
inserts at 4 x 10° cells/insert in Dermalife K complete medium. Inserts were placed in 6-well-
plates containing 2 ml Dermalife K complete medium and incubated for 48 h. Then, to induce
differentiation of keratinocytes, the insert medium was removed, and keratinocytes were
subsequently exposed to the air-liquid interface. The medium from 6-well-plates was replaced
by 1.5 mL of Epilife supplemented with 1% Human Keratinocyte Growth Supplement
(Gibco™, Thermo Fisher Scientific), 1.5 mM CaCL>, 92 pg/mL L-ascorbic acid 2-Phosphate
and 10 ng/mL keratinocyte growth factor (Sigma Aldrich). The medium was renewed every 2

days and the air-liquid cultures were maintained for 15 days.
1.3.UV Irradiation of cells and RHE

Following a 4 days-culture under physioxia or normoxia, NHEK were irradiated in PBS
with UVA (3 J/cm? 365 nm) and UVB (20 to 200 mJ/cm2, 312 nm) using the BIO-SUN
irradiator (Vilber Lourmat, Marne la Vallée, France). Immediately after the treatment, PBS was
changed to a culture medium. For RHE samples, after generations in physioxia or in normoxia
(15 days), RHE were treated with UVA (3 J/cm?) and UVB (50 mg/cm?). The cultures were
stopped at 6 hours and 24 hours after UV irradiation. The control consisted of cells or RHE that

were not exposed to irradiation.
1.4.Measurement of NHEK viability

Cells were seeded into 96 wells-microplates at 5000 cells/well, grown in physioxia or
normoxia and irradiated. Twenty-four hours after irradiation, the culture medium was replaced
by 100 pL of 1:10 diluted Alamar Blue® (Thermo Fisher Scientific) solution in the culture
medium. Cells were incubated for three hours at 37°C in normoxia. For the physioxic
conditions, the incubation in the presence of Alamar Blue was also performed in normoxia to
avoid the bias induced by the change in Alamar Blue metabolization under various oxygen

levels. The fluorescence intensity (Aexcitation = 560 nm; Aemission = 605 nm) was measured
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using a microplate spectrophotometer (VICTOR 3V, Perkin Elmer, Villebon sur Yvette,

France). The fluorescence signal was proportional to the number of living cells.
1.5.Determination of intracellular ROS generation

Intracellular ROS formation in normoxia and physioxia was measured by the cell-
permeant indicator 5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate, CM-
H>DCFDA (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific). Cells were seeded at a density of 1 x
10*/well in 96-well microplates and were maintained for four days in normoxia or physioxia
condition. Then cells were washed with phosphate buffer saline (PBS) and incubated with 10
uM CM-H>DCFDA for 20 min. After washings, cells were stressed with UVA/UVB irradiation.
The relative fluorescence intensity was then measured using a microplate spectrophotometer
(VICTOR 3V, Perkin Elmer, Villebon sur Yvette, France) with excitation at 490 nm and

emission at 535 nm. Results are expressed in fold change versus the untreated control.
1.6.Western blots

After culture, cells were washed with cold PBS then mechanically harvested in RIPA
lysis buffer (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). After 15 min on ice, lysates were
centrifuged, and proteins were denatured at 95°C for 5 min in Laemmli buffer 4X with 0.1% -
mercaptoethanol (Biorad, Hercules, CA, USA). 25 ug of proteins were then loaded on a 12%
SDS-PAGE gel at a voltage of 160 V for 45 min. Then proteins were transferred to a
nitrocellulose membrane (Biorad) using Trans-Blot Transfer System (Biorad). Membrane was
incubated in 5% dry skimmed milk solution in Tris Buffered Saline (TBS) supplemented with
0.1% Tween-20. Proteins were probed with primary antibodies overnight at 4 °C and then with
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies for 1h at room temperature. After
washing with TBS, bands were detected with enhanced chemiluminescence reagents
(WestDura detection kit, Thermo Fisher Scientific) and then quantified using the
chemiluminescence imager ChemiDoc (Biorad).

The following primary antibodies were used: Catalase (1:1000, 12980, Cell Signaling
technology, Danvers, MA, USA), SODI1 (1: 1000, ab183881, Abcam, Cambridge, United
Kingdom), SOD2 (1: 1000, ab13533, Abcam), GAPDH (1/10000, D16H11, Cell Signaling
Technology), secondary antibody goat anti-rabbit (1:30000, 65-6120, Invitrogen). Protein
quantification was performed using ImageLab software (BioRad) and results were normalized

to GAPDH.
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1.7.Gene expression

Total RNA from cell cultures, RHE samples or skin explants were extracted using
Qiagen RNeasy mini kit following the manufacturer’s recommended protocol (Qiagen, Hilden,
Germany). The reverse transcription of 1 pg total RNA was performed using the reverse
transcription kit Maxima First Strand cDNA (Fermentas, Thermo Fisher Scientific). The
generated cDNA (200 ng) was used as a template for the qPCR with various primers and SYBR
Premix Ex TagTM (TAKARA BIO INC, Saint Germain en Laye, France). PCR reactions were
set up in duplicate, after a slight modification of the manufacturer’s protocol, allowing the use
of 2 uL. cDNA per reaction, instead of 5 pL.. Reactions were run on a LightCycler 480 (Roche
Diagnostics, Meylan, France). A dissociation curve was run after each PCR reaction to ensure
that only one amplicon was synthetized. qPCR analysis was performed using the LightCycler
480 software. The efficiency of each primer pair was calculated using a dilution range of cDNA.
The relative quantity of each gene was then calculated by considering the efficiency of each
primer pair. Three housekeeping genes, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), beta-2 macroglobulin (B2M) and B-Glucuronidase (GUSB) were used in the same
experiment. The geometric mean of reference gene-relative quantities was used to normalize
the relative quantities of each gene interest. Results are expressed in fold change versus the UV-
untreated control from at least three independent samples.

The following primers were used in the study of the respective target genes: Catalase (Sigma,

FH3_CAT GGACTTTTTACATCCAGGTC, and RH3_CAT
CGGTTTAAGACCAGTTTACCO), SOD1 (Sigma, FH1_SOD1
GAGCAGAAGGAAAGTAATGG, RHI_SOD1 GATTAAAGTGAGGACCTGC), SOD2
(Sigma, FH1_SOD2 ATCATACCCTAATGATCCCAG, RH1_SOD2

AGGACCTTATAGGGTTTTCAG), GPX4 (Qiagen, QT00067165), B2M (Qiagen,
QT00088935), GAPDH (Qiagen, QT00079247), GUSB (Qiagen, QT00046046).

1.8.Measurement of SODs, Catalase activities

Six hours or 24h after UV irradiation, the antioxidant activities in NHEK and RHE were
measured using catalase and SODs assay kits (707002, 706002) Cayman Chemicals, Ann
Arbor, MI, USA). Briefly, cells were harvested in the corresponding lysis buffer and
centrifuged at 10,000 rpm for 15 min and 5 min at 1,500 rpm, for catalase and SODs assay

respectively. The supernatant was kept on ice and used for the enzymatic activity assay.
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The assays were performed according to the manufacturer’s instructions. To measure catalase
activity, methanol is converted to formaldehyde in the presence of H>O,. Then the reaction of
formaldehyde with 4-amino-3-hydrazino-5- mercapto-1, 2,4 triazole (Purpald) generated a
coloured compound which absorbs at 520 nm. The catalase unit was described as the quantity
of enzymes that degraded 1 nmol of H2O> to Oz and H>O per min. About SOD activity, the
reaction is based on a xanthine oxidase system, which produces O> " in the environment and
then oxidizes tetrazolium into colored compounds (formazan). In this case, SOD competes with
tetrazolium and leads to a decrease in coloration, proportional to the level of SOD activity. The
absorbance was measured at 450 nm, and the SODs unit is defined as the amount of enzyme
needed to exhibit 50% dismutation of Oz . The results are expressed as units of enzyme/mg

proteins.
1.9.Cell immunostaining

Cells were seeded on glass coverslips, maintained in culture in normoxia or physioxia
and then irradiated with UV. They were washed with TBS and then fixed for 7 min with 4%
paraformaldehyde solution on ice. Plasma membranes were permeabilized for 10 min with
TBS-Triton X-100 1%, and non-specific binding sites were saturated for 1 hour at 4° C with
TBS containing 1% bovine serum albumin, 3% goat serum, and 0.3% Triton X-100. Cells were
then incubated overnight at 4° C with primary antibodies. After washing with TBS, cells were
incubated for 1 hour with secondary antibodies. Before mounting, nuclei were stained with
(50ug/ml) bis-benzimide (Sigma-Aldrich) for 10 min at room temperature. Finally, coverslips
were mounted using Fluoromount-G mounting medium (SouthernBiotech, Birmingham, AL,
USA). The following antibodies were used: catalase (12980, Cell Signaling), SOD1 (ab183881,
Abcam), SOD2 (ab13533, Abcam), and Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-rabbit secondary
antibody (A-11036, Invitrogen, ThermoFisher Scientific).

1.10. RHE immunostainings

RHE were fixed with 4% paraformaldehyde solution for 24 h and kept in 30% sucrose
for 48 h at 4° C. RHE on membranes were separated from the insert and embedded in OCT
embedding matrix (Leica, Wetzlar, Germany). Immediately, specimens were snap-frozen in
isopentane on dry ice then kept at -20°C. RHE were cut into 7 pm thick slices with a
cryomicrotome (Leica). Before staining, cryosections were exposed to citrate buffer (0.01 M,

pH6) at 90°C for 45 min, permeabilized with TBS-1%Triton X-100, and saturated with TBS
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containing 1% bovine serum albumin, 3% goat serum, and 0.3% Triton X-100, for 1 h. The
immunohistochemical staining was performed using primary antibodies specific for Ki-67
(550609, BD pharmingen, le Pont de Claix, France), catalase (12980, Cell Signaling), SOD2
(ab13533, Abcam) which were incubated overnight at 4 °C. Cryosections were subsequently
incubated with the corresponding secondary antibodies (AlexaFluor 568 goat anti-rabbit IgG,
A-21069, or AlexaFluor 488 goat anti-mouse IgG, A-21121) for 1 h at room temperature.
Before mounting, nuclei were stained with a solution of 50 pug/ml bis-benzimide (Sigma-
Aldrich) for 10 min at room temperature. Finally, cryosections were mounted using

Fluoromount solution.
1.11. Immunostaining: photos and quantification

Immunostaining images were taken using a confocal microscope LSM980 AS2 (Zeiss,
Iena, Germany), and ZEN software (Zeiss). Quantification of fluorescence intensity was
determined using ImageJ software and normalized to the analysed surface. For Ki67 labelling,
the percentage of positive cells was calculated by the number of Ki67 positive cells divided by

the total number of nuclei (Dapi positive cells) in the basal layer.
1.12. Statistical analysis

All experiments were repeated at least three times as mentioned in the figure legends.
The data were treated with Prism GraphPad 9 software (GraphPad, Inc, La Jolla, CA, USA).
The figures were generated, and the results are presented as mean + SEM of at least three
biological replicates. For the statistical analyses, an unpaired Mann-Whitney test was used to
compare two independent groups and a two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey’s post-hoc correction was performed for multiple comparison. The differences were
considered statistically significant when * p <0.05, ** p <0.01, ***p <0.001, ****p<0.0001

respectively.

2. Results and discussion

UV rays are the primary factors of photoaging, partly by inducing an overproduction of
ROS. The concomitant deficiency in key antioxidants (catalase, SODs, and GPXs) [14] leads
to an oxidative stress, inducing a more vulnerable skin and likely cancer risks. Stimulating the

expression as well as the activity of these antioxidants are thus potential strategies for anti-
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aging treatments. However, all the studies of antioxidant response to UV irradiation done in in
vitro assays were performed under atmospheric oxygenation which is higher to physiological
levels. So, the aim of this work was to study the role of physioxia in the antioxidant defences
of keratinocyte in response to UV irradiation. We compared 2D and 3D models established
both in physioxia and in normoxia conditions: primary keratinocyte in monolayer culture,
representing the proliferating keratinocytes in the basal layer, and reconstructed epidermis,

mimicking keratinocyte differentiation in the upper layers.
2.1.0Optimization and characterization of models with UV irradiation

In order to reproduce photoaging processes, acute exposure to both UVA and UVB rays
were used to simulate the solar spectrum that penetrates the skin epidermis. Most of the studies
use only UVB rays since they have a major effect on the skin epidermis. However other findings
suggest that UVA also regulate several epidermal genes. Some of them are involved in the
antioxidant response such as catalase and GPX, and others in the acceleration of the epidermal
differentiation with up-regulation of involucrin, and down-regulation of keratin K10 and K2

[15].

To select a suitable UV irradiation condition, NHEK cells, previously cultured for four
days under physioxia or normoxia condition, were simultaneously exposed to 3 J/JUVA and a
range of UVB doses in both oxygenation conditions. Cell viability was evaluated 24 hours later
and compared to the untreated control. Our results show a decrease in keratinocyte viability
after UVB exposure, which is statistically significant at 40 mJ/UVB and reaches up to 50% of
the control of 80 mJ/UVB (Fig. 1A). In fact, keratinocyte apoptosis was shown to be triggered
at this UVB dose, with an excessive production of ROS by NADPH oxidase activity [16]. For
the lowest irradiations (<60 mJ/cm? UVB) both oxygen conditions lead to the same cytotoxic
effect. When increasing UVB energy, the toxic effect was generally a bit lower in physioxia.
Thus, the 20 mJ/UVB dose was shown to be the higher UVB energy inducing no significant

toxicity to the cells and was therefore selected for the present study.

In order to follow the antioxidant regulation, we then investigated whether this UV
treatment is able to trigger an oxidative stress in NHEK culture. The generation of ROS was
measured in keratinocyte irradiated at 20 mJ/UVB and at 40 mJ/UVB, in addition to 3 J/cm?
UVA. The results show a strong production of ROS, six fold higher than in the control, induced

immediately after UV irradiation in a similar manner under physioxia and normoxia conditions
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(Fig. 1B). The higher UVB dose of 40 mJ/cm? did not produce a stronger ROS production and
NAC, aROS scavenger, partially inhibited this stress, clearly showing the involvement of ROS.
This is in accordance with the work of Rezvani et al. demonstrating the generation of a strong
ROS pulse in the cytoplasm immediately after irradiation [17]. However, the similar production
of ROS in physioxia and in normoxia observed here upon UV irradiation is different from our
previous results reporting the higher resistance of NHEK grown in physioxia against ROS
production generated after exposure to H2O2 (Chettouh-Hammas et al, submitted paper). This
can be related to the nature of generated ROS. In fact, it was shown in endothelial cells that UV
irradiation generates ROS mainly in the cytoplasm, while H>O. leads to a change in the
respiratory chain that induces the production of superoxide in the mitochondria [18]. The higher
production and activity of SOD2 in physioxia, that we have shown previously, may prevent
accumulation of superoxide in mitochondria whereas it should not be active in the cytoplasm

(Chettouh-Hammas et al, submitted paper).

To be closer to the cutaneous tissue we compared NHEK with reconstructed human
epidermis. In RHE, the UV dose of 3J/UV A and 50mJ/UVB was chosen, based on the literature,
permitting a modulation of gene expression but without tissue damage [19]. RHE keratinocyte
proliferation (Ki-67 labeling) was monitored at 6 h and 24 h respectively after irradiation.
Whereas cells in proliferation are increased at 6h and 24h in normoxia, a decrease was observed
in physioxia at 24h after irradiation (Fig. 1C). It is known that UV irradiation stimulate
epidermal keratinocyte proliferation through activation of the epidermal growth factor receptor
(EGFR), responsible for keratinocyte hyperplasia [20]. A hyperproliferation was also reported
after acute UVB irradiation of human skin transplants from mice, inducing a strong proliferation
of both basal and suprabasal keratinocytes at 48 hours post-irradiation. The WNT-mediated
pathway appeared to be important in this process [21]. Our results are in accordance with these
data in normoxia condition but not for physioxia. As the thickness of RHE is lower in physioxia
than in normoxia, we can hypothesize that proliferating keratinocytes in the basal layer are less
protected from UV radiation which can damage the cells. In fact, we demonstrate that an
irradiation of NHEK in monolayer with 3J/UVA and 40mJ/UVB decreases cell viability of
about 25% (fig. 1A).
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Fig. 1: Cell cytotoxicity and ROS production upon of UV radiation on keratinocytes
and proliferating cells in RHE under normoxia and physioxia conditions. A. NHEK
were cultured during four days at the respective oxygen conditions and were treated
with UVA at 3 J/cm? and with UVB (20-200 mJ/cm?). Viability was measured after 24
hours using Alamar Blue. B. NHEK were cultured during four days at respective
oxygen conditions and subsequently treated with UVA at 3 J/cm? and with UVB 20 or
40 mJ/cm?). Representative results of intracellular ROS production. Results are
presented as normalized values to NT. NAC was used as ROS scavenger. C.
Reconstructed RHE in each culture conditions were irradiated with UVA at 3 J/cm2
and with UVB 50 mJ/cm2, and labeling with Ki-67. Results are presented as photos of
immunostainings and by the ratio between proliferating cells, Ki-67-positive cells, and
total cell number, DAPI-positive cells, normalized to the non-irradiated control. Data
are represented by mean +/- SEM of 3 independent experiments. Statistical analysis
was performed using two-way anova test (N=3). *p<0.05, #p<0.01, *#p<0.001,
##p<0.0001 versus non-irradiated condition; *p<0.05, *¥p<0.01, **¥p<0.0001
between indicated conditions.

2.2.Effect of oxygen level on H20O: scavenger enzymes

The first enzymes that neutralize H>O> in cells are GPXs and catalase. All these enzymes
are expressed in human skin and are deregulated in skin photoaging [22] [23]. However, their

behavior after UV irradiation in physiological oxygen conditions has never been studied.
2.2.1. Physioxia and gene expression

GPX1 and GPX4 are particularly expressed in the basal layer of the epidermis, act at
low doses of H>O» and their activities are restricted by the quantity of the selenium cofactor in

their catalytic site [24].

First, we investigated the expression of genes using RTqPCR, 6h and 24h after UV
irradiation either in physioxia or in normoxia. Our results (Fig. 2) show a significant increase
in GPX1 expression, but not in GPX4, 24h after UV irradiation in normoxia both in NHEK
(+89%) and in RHE (+ 53%). In physioxia, the results are different, according to the model.
GPX1 expression increases rapidly, from 6h after irradiation in RHE and reaches a 2-fold
increase after 24h, whereas in NHEK there is no change. Such an induction of GPX1 mRNA
upon UV irradiation was also demonstrated in vivo in human skin [25]. GPX4 expression
increases significantly after 24h in RHE, a bit later than GPX1, but not in NHEK where a

significant decrease in observed between 6h and 24 post-UV-irradiation.
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In RHE the GPX1 and GPX4 expressions are always significantly higher in physioxia than in
normoxia showing a faster stimulation of GPXs antioxidant enzymes following UV irradiation
in physiological oxygen conditions. Besides the effect on GPX1, the main difference is the
induction of GPX4 expression only in physioxia. GPX4 is mainly located in mitochondria and

these results suggest a better antioxidant defence inside mitochondria.

The difference in response in physioxia between NHEK and RHE suggests the
involvement of the keratinocyte differentiation state. We previously demonstrated that GPXs,

at a basal level, are much less expressed in RHE than in NHEK.

Catalase acts in synergy with GPX for an efficient H>2O> neutralisation in the cell. Unlike
GPXs, which are located in mitochondria, catalase is present only in cytoplasm and peroxisome
[26] [27]. This enzyme is sensitive to elevated levels of H>O; following UV irradiation and is
the most efficient, able to neutralise millions of molecules of H>O> per second [28]. In the
epidermis, catalase protein is localised mainly in the superficial layers (granular layer) and plays
a key role in the barrier properties of the skin [22], and therefore, in protecting the skin from

photodamages.

Our work (Fig. 2) shows that UV irradiation induced a significant increase at 24h in
catalase expression in NHEK, with always a higher level in physioxia compared to normoxia
(+50% at 6h, + 17% at 24h). On the contrary, the changes in catalase expression are less visible
on RHE, with a small decrease at 6h and a return to normal at 24h for both conditions in a
similar manner. A similar profile was observed in normoxia with differentiated and
undifferentiated mouse keratinocytes following 25 mJ/cm? UVB irradiation [29]. This supports
the idea that the regulation of catalase in single-layer cells is not the same as that of the

epidermal model.
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Fig. 2: GPXs and Catalase gene expression post UV irradiation on keratinocytes
and RHE under normoxia and physioxia conditions. NHEK were cultured for four
days at the respective oxygen conditions and were treated with UVA 3 J/cm2 and with
UVB 20 mJ/cn’. Reconstructed RHE in each condition were irradiated with UVA 3
J/em? and with UVB 50 mJ/cni’, the culture was stopped after 6 and 24 hours. mRNA
expression of GPXI, GPX4 and CAT were evaluated and normalized to the three
housekeeping genes (GAPDH, B2M, GUSB). Results are presented by the fold change
versus the non-irradiated condition. Data are represented with mean +/- SEM of 3
independent experiments. Statistical analysis was performed using two-way anova test
(N=3).7p<0.05, #p<0.01, #p<0.001, #*p<0.0001 versus non-irradiated condition;
*n<0.05, *¥p<0.01, ***p<0.0001 between indicated conditions.
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2.2.2. Physioxia and amount/activity of catalase

We continued this work by investigating protein amount and activity, only for catalase.
The protein amount was assessed by western blotting and immunostaining in keratinocytes, and
by immunostaining for the reconstructed epidermis. Catalase activity was then evaluated in

both models in both oxygen conditions.

In physioxia, catalase amount from Western-blot analysis seems to increase at 6h, but
without significance, and then strongly and significantly decreases (- 130%) at 24h in NHEK,
whereas there is no change in normoxia whatever the time (Fig 3A). The images of
immunostaining clearly confirm the increase of catalase amount in the cytoplasm of NHEK at
6h in physioxia and its subsequent decrease at 24h (Fig 3B). In parallel, catalase activity tends
to rise with the time, in normoxia and a bit more in physioxia, but this doesn’t reach significant

variation (Fig 3D).

Comparatively in RHE only a small decrease in catalase amount (- 28%) is observed
from immunostainings at 6h after irradiation in physioxia and this amount is not significatively
different from the normoxia condition (Fig 3C). But surprisingly, in this model, catalase activity
exhibits a high augmentation at 6h (+34%) and 24h (+ 32%) after irradiation in physioxia when
compared to normoxia condition, suggesting that the activity is not directly dependent on the
protein amount but likely due to the activation of the enzyme in physioxia (Fig 3D). Such an
increase in catalase performance, independently of the amount of its protein, was already

reported in RHE exposed to high doses of UVB irradiation (180-220 mJ/cm?) [30].

Whereas minor variations were observed in catalase regulation upon UV in normoxia in
both models (only an increase in catalase expression in NHEK at 24h), our work clearly shows
a different regulation of catalase in physioxia which is proper for each model. NHEK show a
quick induction and then a strong reduction of the catalase amount, but without a fine increase
in activity at 24h. Maybe the activity will increase and become significant for longer times. For
RHE, whereas only minor effects were detected on catalase expression and quantity (a low
increase of catalase mRNA), physioxia induces the activation of catalase compared to

normoxia.

Several hypothesis can be put forward to explain this activation. The effect of UV on
catalase activity depends on the pH and oxygen [31]. In fact, UV changes the H>O, binding site

in this enzyme, which leading to ROS generation [31]. Consequently, the protective action of
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catalase becomes a pro-oxidant. We hypothesize that physioxia combined with UV irradiation
stimulates the protective role of catalase in skin RHE models. The differences in catalase
activation between NHEK and RHE may also be linked to its localization. As observed in RHE
immunostaining, catalase is found mainly in the upper layers, so in differentiated cells, contrary
to the monolayer where the cells are proliferating. The state of differentiation may bring a

different regulation of catalase activity.
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Fig 3: Catalase amount and activity post UV irradiation on NHEK and RHE under
normoxia and physioxia conditions. NHEK were cultured for four days at the
respective oxygen conditions and were treated with UVA 3 J/cm2 and UVB 20 mJ/cm?2.
Reconstructed RHE in each condition were irradiated with UVA 3 J/cm2 and UVB 50
mJ/cm2. A, representative western blot and image analysis of catalase normalized to
GAPDH in NHEK; B, Immunostaining of catalase and nuclei (DAPI) on NHEK; C,
Immunostaining of catalase and nuclei (DAPI) in RHE model; D, Measurement of
catalase activity in NHEK and RHE models. Results are presented by protein or
activity fold change versus the non-irradiated condition. Data are represented by
mean +/- SEM of 3 independent experiments. Statistical analysis was performed using
a two-way anova test. Nor normoxia; Phy, physioxia. *p<0.05, #p<0.01, ##p<0.001,
##p<0.0001 versus non-irradiated condition; *p<0.05, *¥p<0.01, **¥p<0.0001
between indicated conditions.

2.3.Effect of oxygen level on superoxide scavenger enzymes

The other types of enzymes important for cell defence against ROS are the superoxide
dismutases, responsible for the dismutation of superoxide in hydrogen peroxide. SOD1 and
SOD2 which are the most present in keratinocytes and epidermis were studied at various levels

after UV irradiation in both oxygen conditions.
2.3.1. Physioxia and gene expression

First, we investigated transcriptional expression of cytoplasmic and mitochondrial

superoxide dismutases, SOD1 and SOD2, respectively.

For both models, SOD1 seems to be the less regulated by UV irradiation, with the
induction of SODI1 gene expression in RHE only in physioxia 24h after UV irradiation (+ 56%),
but without any change in NHEK culture (Fig 4). For SOD2, a different kinetic of response was
observed between RHE and NHEK only in physioxia as in normoxia there was no effect. A
strong overexpression of SOD2 (+ 220%) was shown at 6h after UV irradiation in RHE with a
subsequent decrease to a level close to the control at 24h. Whereas, in NHEK, the stimulation

of SOD2 expression is slower with no change at 6h and a maximal expression at 24h (+ 100%).

SODs enzymes are the first line of defence against superoxide anion which is the
precursor of other ROS. The fact that SODs are localized throughout the cell, SODI1 in the
cytoplasm and SOD?2 in the mitochondria, offers a maximal protection against oxidant stress.

They play a key role in redox homoeostasis, as shown by the SOD2 deficiency in mice which
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results in the induction of markers of aging, such as senescence of keratinocytes and

malformation of the epidermis [32]. Our results show a strong modulation of SOD?2 transcripts

rapidly following UV in physioxia. The same effect was reported in a model of full thickness

reconstructed skin in normoxia, at 6 hours post-irradiation [33]. We can wonder if the central

part of the model is really in normoxia knowing that oxygen diffuses only on a distance of about

80-100 micrometers [34].
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Fig 4: SODI and SOD2 gene expression post UV radiation on keratinocytes and
RHE under normoxia and physioxia conditions. NHEK were cultured for four days
at the respective oxygen conditions and were treated with UVA 3 J/cm2 and UVB 20
mJ/cm2. Reconstructed RHE in each condition were radiated with UVA 3 J/cm2 and
UVB 50 mJ/cm2. The culture was stopped after 6 and 24 hours. mRNA expression of
SOD1 et SOD2 were evaluated and normalized to three housekeeping genes (GAPDH,
B2M, GUSB), results are presented by the fold change versus the non-irradiated
condition. Data are represented with mean +/- SEM of 3 independent experiments.
Statistical analysis was performed using two-way anova test (N=3). #p<0.05,
#4p<0.01, ###p<0.001, ####p<0.0001 versus non-irradiated condition; *p<0.05,

*p<0.01, ¥**p<0.0001 between indicated conditions.

2.3.2. Physioxia and amount/activity of superoxide dismutase
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The SOD1 and SOD2 amounts were assessed by Western blotting and immunostaining
in keratinocytes, and by immunostaining for reconstructed epidermis. Superoxide activity was

then measured in both models under different oxygen conditions.

The quantification of SOD1 amount in NHEK, using Western blotting, shows no
significant difference between physioxia and normoxia whatever the time after UV irradiation
(Fig 5A). These results are well correlated with the absence of effect at the RNA level.
However, immunostaining images reveal an important distinction in SOD1 localization (Fig
5B). In fact, 24h after UV irradiation in physioxia, SOD1 is clearly localized inside the nucleus,
when compared to the cytoplasm. This effect is observed mainly in physioxia condition even if
a similar but lower tendency is also present in normoxia at 24h compared to 6h. Recently, SOD1
was shown to act as a transcription factor in yeast [35] but also in skin cells [36] in the presence
of ROS, and particularly of intracellular H2O,. It is involved in the regulation of oxidative
resistance and repair genes. Its binding to DNA was reported to be dependent on and regulated
by its conformation, the presence/absence of metal but also the redox environment. In fact, as
the H>O> concentration increases, SOD1 enzymatic activity decreases and its binding to DNA
is higher [37]. We show here that upon UV irradiation, SOD1 accumulates in the nuclei of
keratinocytes, likely upon H>O: production induced by UV, preferentially in physioxia
condition. In fact, we observed no differential effect in ROS production between physioxia and
normoxia, but we measured the total ROS production and not H>O> alone. Furthermore, we
evaluated the ROS production just after the UV irradiation and not on a duration. All these
results suggest that SOD1 may be able to induce the transcription of repair genes with a higher

efficacy in physioxia condition.

The quantification of the mitochondrial enzyme SOD2 revealed on the contrary
important difference according to the culture conditions. Western blotting shows a significant
higher amount of SOD2 after 6 hours in physioxia, compared to normoxia, whereas a non-
significant increase of SOD2 in normoxia is observed at 24h (Fig 5A). Results from
immunostaining are consistent with these data even if the increase in physioxia is less marked
at 6h (Fig 5B). Moreover, this SOD2 amount increase is confirmed in RHE, especially after 6h
in physioxia, where the SOD2 labelling is significantly enhanced in all layers (Fig 5C). In

normoxia a modest enrichment is visible mainly at 24h only in the basal layer.

The higher production of SOD?2 in physioxia upon UV irradiation is closely correlated
to the strong increase of SODs activity both in NHEK and in RHE. A significant and stable
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augmentation is observed at 6h (+56%) and 24h (+53%) in physioxia versus a punctual increase
(+73%) only at 6h in normoxia. Considering that SOD1 amount is unchanged in physioxia
versus normoxia and that its activity may be downregulated following its translocation in the
nucleus [37], we can suppose that the increase in SODs activity comes mainly from the

observed augmentation in SOD2 amount.

The increase in SOD2 activity is well documented in vivo in photoaged skin both in
human [38] and in mice, either after acute [39] [40] or chronic [41] UV exposure. As its increase
was shown from 24h to 5 days post-irradation, the constant high SOD activity observed
following UV irradiation in physioxia mimics in vivo skin in contrast to normoxia where SOD
activity decreases rapidly after 6h. Comparison of our results with studies using in vitro models
is more difficult because the results differ, likely due to different protocols. In addition, there is

no comparison between UV regulation at the mRNA level with protein and activity.
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Figure 5: SODs amount and activity post UV irradiation on NHEK and RHE under
normoxia and physioxia conditions. NHEK were cultured for four days at the
respective oxygen conditions and were treated with UVA 3 J/cm2 and UVB 20 mJ/cm2.
Reconstructed RHE in each condition were irradiated with UVA 3 J/cm2 and UVB 50
mJ/cm2. A, representative western blot and image analysis for SODI and SOD2
normalized to GAPDH in NHEK; B, Immunostaining of SODI, SOD2 and nuclei
(DAPI) on NHEK; C, Immunostaining of SODI, SOD2 and nuclei (DAPI) in RHE
models; D, Measurement of SODs activity in NHEK and RHE models. Results are
presented by protein or activity fold change versus the non-irradiated condition. Data
are represented by means +/- SEM of 3 independent experiments. Statistical analysis
was performed using two-way anova test. #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001,
####p<0.0001 versus non-irradiated condition; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.0001
between indicated conditions.

3. Conclusion

We demonstrated here the distinct regulation and activity of antioxidants in physioxia in
keratinocyte models that mimic skin photoaging. Compared to the classical culture conditions
in normoxia, the physiological level of oxygen allows the suractivation of catalase and the
overproduction of SOD2 upon UV irradiation in both keratinocyte monolayers and in
reconstructed epidermis. Furthermore, it induces the translocation of SOD1 into the nucleus
likely triggering its activity as transcription factor for oxidative stress adaptation genes. The
role of oxygen level in regulating the antioxidant system in skin photoaging is still largely
unexplored and further studies are needed to understand the mechanisms involved in such

regulation.

4. References

1. Lucas, R., et al., The consequences for human health of stratospheric ozone depletion in
association with other environmental factors. Photochemical & Photobiological Sciences, 2015.
14(1): p. 53-87.

2. Schuch, A.P., et al., Sunlight damage to cellular DNA: Focus on oxidatively generated
lesions. Free Radical Biology and Medicine, 2017. 107: p. 110-124.

3. Krutmann, J. and P. Schroeder, Role of mitochondria in photoaging of human skin: the
defective powerhouse model. J Investig Dermatol Symp Proc, 2009. 14(1): p. 44-9.

125



4. Wolfle, U., et al., Reactive molecule species and antioxidative mechanisms in normal
skin and skin aging. Skin Pharmacol Physiol, 2014. 27(6): p. 316-32.

5. Carreau, A., et al., Why is the partial oxygen pressure of human tissues a crucial
parameter? Small molecules and hypoxia. J Cell Mol Med, 2011. 15(6): p. 1239-53.

6. Grillon, C., et al., News on microenvironmental physioxia to revisit skin cell targeting
approaches. Exp Dermatol, 2012. 21(10): p. 723-8.

7. Kato, H., et al., Hypoxia Induces an Undifferentiated Phenotype of Oral Keratinocytes
in vitro. Cells Tissues Organs, 2014. 199(5-6): p. 393-404.

8. Shih, C.-P., et al., Comparison of changes in mitochondrial bioenergetics between
keratinocytes in human external auditory canal skin and cholesteatomas from normoxia to
hypoxia. Scientific Reports, 2018. 8(1): p. 125.

0. Koh, R., et al.,, Oxygen-Mediated Control of the Keratinocyte Proliferation-
Differentiation Axis. J Invest Dermatol, 2020. 140(1): p. 235-238.e3.

10. Kato, H., et al., Metabolomic Alteration of Oral Keratinocytes and Fibroblasts in
Hypoxia. Journal of Clinical Medicine, 2021. 10(6): p. 1156.

11.  Ross, C., et al., Oxygen tension changes the rate of migration of human skin
keratinocytes in an age-related manner. Exp Dermatol, 2011. 20(1): p. 58-63.

12. Chen, C., et al., Physioxia: a more effective approach for culturing human adipose-
derived stem cells for cell transplantation. Stem Cell Research & Therapy, 2018. 9(1): p. 148.

13. Kanayama, K., et al., Hair Regeneration Potential of Human Dermal Sheath Cells
Cultured Under Physiological Oxygen. Tissue Eng Part A, 2020. 26(21-22): p. 1147-1157.

14.  Ighodaro, O.M. and O.A. Akinloye, First line defence antioxidants-superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX): Their fundamental role
in the entire antioxidant defence grid. Alexandria Journal of Medicine, 2018. 54(4): p. 287-293.

15.  Marionnet, C., et al., A broad-spectrum sunscreen prevents UV A radiation-induced gene
expression in reconstructed skin in vitro and in human skin in vivo. Experimental Dermatology,
2011. 20(6): p. 477-482.

16.  Ryu, H.-C., et al., UVB Radiation Induces Apoptosis in Keratinocytes by Activating a
Pathway Linked to “BLT2-Reactive Oxygen Species”. Journal of Investigative Dermatology,
2010. 130(4): p. 1095-1106.

17. Rezvani, H.R., et al., Hypoxia-inducible Factor-1&#x3bl;, a Key Factor in the
Keratinocyte Response to UVB Exposure *. Journal of Biological Chemistry, 2007. 282(22):
p. 16413-16422.

126



18. Park, W.H., The effects of exogenous H202 on cell death, reactive oxygen species and
glutathione levels in calf pulmonary artery and human umbilical vein endothelial cells. Int J
Mol Med, 2013. 31(2): p. 471-476.

19.  Marionnet, C., C. Tricaud, and F. Bernerd, Exposure to non-extreme solar UV daylight:
spectral characterization, effects on skin and photoprotection. Int J Mol Sci, 2014. 16(1): p. 68-
90.

20. El-Abaseri, T.B., S. Putta, and L.A. Hansen, Ultraviolet irradiation induces keratinocyte

proliferation and epidermal hyperplasia through the activation of the epidermal growth factor
receptor. Carcinogenesis, 2005. 27(2): p. 225-231.

21. Michalczyk, T., et al., UVB exposure of a humanized skin model reveals unexpected
dynamic of keratinocyte proliferation and Wnt inhibitor balancing. Journal of Tissue
Engineering and Regenerative Medicine, 2018. 12(2): p. 505-515.

22. Shindo, Y., et al., Enzymic and non-enzymic antioxidants in epidermis and dermis of
human skin. J Invest Dermatol, 1994. 102(1): p. 122-4.

23. de Jager, T.L., A.E. Cockrell, and S.S. Du Plessis, Ultraviolet Light Induced Generation
of Reactive Oxygen Species. Adv Exp Med Biol, 2017. 996: p. 15-23.

24. Lubos, E., J. Loscalzo, and D.E. Handy, Glutathione peroxidase-1 in health and disease:
from molecular mechanisms to therapeutic opportunities. Antioxidants & redox signaling,
2011. 15(7): p. 1957-1997.

25. Smith, G., et al., Quantitative Real-Time Reverse Transcription—Polymerase Chain
Reaction Analysis of Drug Metabolizing and Cytoprotective Genes in Psoriasis and Regulation
by Ultraviolet Radiation. Journal of Investigative Dermatology, 2003. 121(2): p. 390-398.

26.  Otera, H. and Y. Fujiki, PexSp imports folded tetrameric catalase by interaction with
Pex13p. Traffic, 2012. 13(10): p. 1364-77.

27.  Fujiki, Y. and M.C. Bassik, A New Paradigm in Catalase Research. Trends in Cell
Biology, 2021. 31(3): p. 148-151.

28. Young, I.S. and J.V. Woodside, Antioxidants in health and disease. J Clin Pathol, 2001.
54(3): p. 176-86.

29. Black, A.T., et al., Distinct effects of ultraviolet B light on antioxidant expression in
undifferentiated and differentiated mouse keratinocytes. Carcinogenesis, 2007. 29(1): p. 219-
225.

30.  Rezvani, H.R., et al., Catalase overexpression reduces UVB-induced apoptosis in a
human xeroderma pigmentosum reconstructed epidermis. Cancer Gene Therapy, 2008. 15(4):
p. 241-251.

127



31. Heck, D.E., et al., UVB light stimulates production of reactive oxygen species:
unexpected role for catalase. J Biol Chem, 2003. 278(25): p. 22432-6.

32.  Velarde, M., et al., Mitochondrial oxidative stress caused by Sod2 deficiency promotes
cellular senescence and aging phenotypes in the skin. Aging, 2012. 4: p. 3-12.

33. Bernerd, F., C. Marionnet, and C. Duval, Solar ultraviolet radiation induces biological
alterations in human skin in vitro: Relevance of a well-balanced UVA/UVB protection. Indian
journal of dermatology, venereology and leprology, 2012. 78 Suppl 1: p. S15-23.

34. Franko, A.J. and R.M. Sutherland, Oxygen diffusion distance and development of
necrosis in multicell spheroids. Radiat Res, 1979. 79(3): p. 439-53.

35.  Tsang, C.K., et al., Superoxide dismutase 1 acts as a nuclear transcription factor to
regulate oxidative stress resistance. Nat Commun, 2014. 5: p. 3446.

36. Altobelli, G.G., S. Van Noorden, and V. Cimini, Copper/Zinc-Superoxide Dismutase in
Human Epidermis: An Immunochemical Study. Frontiers in Medicine, 2019. 6.

37.  Li, X., etal., The Specific Inhibition of SOD1 Selectively Promotes Apoptosis of Cancer
Cells via Regulation of the ROS Signaling Network. Oxidative Medicine and Cellular
Longevity, 2019. 2019: p. 9706792.

38.  Punnonen, K., et al., Chronic UVB irradiation induces superoxide dismutase activity in
human epidermis in vivo. J Photochem Photobiol B, 1995. 30(1): p. 43-8.

39. Jin, G.-H., et al., UVB induced oxidative stress in human keratinocytes and protective
effect of antioxidant agents. Radiation and environmental biophysics, 2007. 46: p. 61-8.

40.  Ahn, J., et al., Laminarin Attenuates Ultraviolet-Induced Skin Damage by Reducing
Superoxide Anion Levels and Increasing Endogenous Antioxidants in the Dorsal Skin of Mice.
Marine Drugs, 2020. 18: p. 345.

41. Okada, K., et al., Time-dependent effect of chronic UV irradiation on superoxide
dismutase and catalase activity in hairless mice skin. Journal of Dermatological Science, 1994.
8(3): p. 183-186.

128



Discussion
&

Perspectives



Discussion et perspectives

Discussion et perspectives

L'oxygene est une molécule fondamentale dans le métabolisme de toutes les cellules de
l'organisme. Toutefois, c'est la source principale de ROS. La pression partielle en oxygene
représente un aspect trés important de la physiologie humaine, bien qu'elle soit encore nettement
négligée. En effet, le microenvironnement des tissus in vivo est beaucoup plus pauvre en
oxygene que les conditions dans lesquelles sont cultivées les cellules in vitro, dans I'air ambiant.
La pratique de la culture cellulaire en normoxie pose donc la question des conséquences de
cette suroxygénation sur les diverses fonctionnalités des cellules, et, par conséquent, sur la

validité des résultats obtenus dans ces conditions.

Les données tirées de la littérature citée dans la section Introduction du présent manuscrit
commencent a montrer l'importance de la physioxie. Par exemple, elle intervient dans le
maintien du potentiel migratoire des adipocytes (Chen, Tang et al. 2018), dans la synthese de
la matrice extracellulaire des chondrocytes (Dennis, Whitney et al. 2020) (Anderson, Markway
et al. 2018) et dans la maturation des lymphocytes T (Shin, Huang et al. 2020). A I'heure
actuelle, on dispose de peu d’informations sur l'effet de I'oxygene sur les cellules de la peau.
Etant donné que ’oxygéne est la source de ROS, il est vraiment important d'étudier le
mécanisme du stress oxydant et 1'expression des antioxydants cutanés, particulierement dans le

cas du photovieillissement.
Mon travail de these avait donc pour objectif d'apporter des explications a ces questions :

1. Quel role le taux d'oxygene joue-t-il dans I'expression et l'activité des défenses
antioxydantes de la peau ?
2. Quel est 'impact du taux d'oxygene dans la réponse au stress oxydant lors du

photovieillissement de la peau ?

Comme premiere étape, nous avons €tabli plusieurs modeles in vitro: des cultures en
monocouche de lignée et des cellules primaires de kératinocytes, ainsi que des épidermes
reconstruits en physioxie. En parallele, ces modeles ont également été élaborés dans la
condition de normoxie, pour comparaison. Pour chacun des modeles, les défenses
antioxydantes ont été étudiées par l'expression des principales enzymes antioxydantes et par

leur activité dans les deux conditions d'oxygénation. Nous avons ensuite reproduit le photo-
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vieillissement de la peau en physioxie en utilisant les irradiations UV et étudié les enzymes

antioxydantes.

Les principaux résultats obtenus sont discutés ici en comparaison avec la littérature et des

perspectives ont été proposées pour poursuivre et approfondir ce travail.

1. Les modeles 2D versus les modeles 3D

1.1. Le développement et caractérisation des modeles en

physioxie

1.1.1. Le modele HaCat versus le modele NHEK

Dans la présente étude, nous avons utilisé une lignée HaCat, qui provient de 1'immortalisation
spontanée des kératinocytes humains (Boukamp, Petrussevska et al. 1988). Ces kératinocytes
sont isolés d'une région proche d'une lésion cancéreuse d’une personne agée. Les HaCat sont
largement utilisées dans de nombreuses investigations cutanées, surtout dans l'inflammation, la
différenciation et le stress oxydant, etc. Le modele HaCat est une lignée facile a cultiver et qui
se multiplie constamment. Cependant, elles ne correspondent pas exactement aux kératinocytes
de la peau normale parce qu'elles présentent plusieurs aberrations chromosomiques, telles que
la mutation du gene P53 (Lehman, Modali et al. 1993) et celle de NF-kB (Lewis, Hengeltraub
et al. 2006). En parallele, nous avons utilisé des kératinocytes primaires (NHEK), il s'agit des
cellules les plus comparables aux kératinocytes dans 1'épiderme. En revanche, leurs cultures
sont limitées dans le temps et elles sont en outre sujettes a des variations interindividuelles

suivant les différents donneurs.

Dans notre étude, les caractéristiques morphologiques des kératinocytes, a savoir les HaCat et
les NHEK, ne sont pas affectées par la teneur en oxygene des milieux. Cela est cohérent avec
une étude récente sur HaCat cultivées avec 2% d'oxygene pendant 7 jours (Lee, Kim et al.
2021). Par comparaison, les fibroblastes de la papille dermique s'adaptent a la physioxie et, eux,
changent de morphologie. Dans ces conditions, ils sont plutdt polygonaux que fusiformes et

d'une taille plus réduite (Abreu and Reis 2021).

Nous montrons que, dans les deux modeles, le taux d’oxygene semble avoir un impact sur la
prolifération. En effet, les kératinocytes proliferent plus rapidement en état d'oxygénation

physiologique. Ces résultats ont déja été soulignés dans plusieurs d'études qui sont regroupées

131



Discussion et perspectives

dans le tableau 5. Cette augmentation de la prolifération des kératinocytes a été démontrée dans
des conditions de 2 a 5% d’oxygéne et au bout de 4 a 6 jours de culture (Kato, [zumi et al. 2014)
(Shih, Lee et al. 2018) (Koh, Szeverényi et al. 2020). Cependant, deux études ont rapporté au
contraire une diminution de la prolifération des kératinocytes a 3 et 4% d'O pour des temps de
culture plus courts (2 a 3 jours) (Ross, Alston et al. 2011) (Mieremet, Vdzquez Garcia et al.
2019). Cette différence peut étre due aux conditions de culture ainsi qu'a 1'origine et a la nature
des kératinocytes. Par ailleurs, d’autres cellules cutanées montrent aussi une augmentation de
la prolifération en physioxie par rapport a la normoxie, notamment des mélanocytes
(Weidmann, Pomerleau et al. 2017) et les cellules de la papille dermique a 2% d'O2 (Upton,
Hannen et al. 2015).

D’autre part, il a ét¢ montré l'importance du respect de la physioxie de chaque type cellulaire
pour aider a maintenir leur potentiel prolifératif tout en les empéchant de se différencier. Ceci
est le cas des cellules progénitrices endothéliales et des adipocytes qui conservent leur capacité

d'angiogenese et de migration et présentent moins de cellules sénescentes (Chen, Tang et al.

%

. ) \ Durée de Effet sur la er
Type cellulaire  d’oxygene er . Age Références
culture prolifération
de culture
4% 2 jours = Jeunes /Agés (Ross, Alston et al. 2011)
3% 3 jours -- Adultes (Mieremet, Vazquez Garcia et al. 2019)
.. 5% 4 jours ++ Adultes (Shih, Lee et al. 2018)

Keratinocyte

2% 6 jours ++ Adultes (Kato, Izumi et al. 2014)

5% 8 jours ++ Adultes (Koh, Szeverényi et al. 2020)

5% 3 jours - Adultes (Damiani, Bruge et al. 2018)

6% 5 jours ++ Adultes (Kanayama, Takada et al. 2020)
Fibroblaste ;

Néonataux
o ) .

4% 7 jours ++ /Adultes (Balinand Pratt 2002)

2% >10 jours ++ Adultes (Upton, Hannen et al. 2015)

5% 3 jours ++ Néonataux (Abreu and Reis 2021)
Mélanocyte 1-5% 6 jours + Néonataux (Horikoshi, Balin et al. 1990)

3% > 10 jours ++ Adultes (Weidmann, Pomerleau et al. 2017)

Tableau 5 : L’effet de ’oxygeéne sur la prolifération des cellules de la peau in vitro
(kératinocytes, fibroblastes et mélanocytes).
Les données sont rangées en fonction du temps de culture en physioxie (effet sur la
prolifération : --négatif, = constant, ++ positif).

2018, Lin, Liu et al. 2019), et des chondrocytes conservant leur chondrogénicité(Anderson,

Markway et al. 2018). Ceci est physiologiquement cohérent pour les kératinocytes de la couche

132



Discussion et perspectives

basale épidermique qui doivent préserver leur caractére souche ainsi que leur potentiel

prolifératif.

1.1.2. Les modeles des RHE

Afin d’aborder un mode¢le plus représentatif de la peau que les modeles 2D, nous avons mis en
place des épidermes reconstruits (RHE), qui représentent les kératinocytes dans leur véritable
microenvironnement et leur configuration spatiale. En effet, dans la peau, ces cellules
proliférent dans la couche basale, ce qui est représenté dans une culture en monocouche. Tandis
que, dans les couches supérieures, elles se différencient progressivement jusqu'aux cornéocytes
dans la couche cornée. Les RHE reproduisent ainsi toutes les caractéristiques morphologiques

et structurales de I’épiderme.

Nous avons donc généré des RHE dans les deux conditions d’oxygénation, en normoxie 18.6%
et en physioxie a 3 %. Ces derniers ne sont pas les plus simples & mettre en ceuvre en raison de
la différence de prolifération des kératinocytes et de leur différentiation. Le rajout des
fibroblastes a la culture facilite néanmoins la formation de la couche basale et le début de la

différenciation, surtout en physioxie.

Les RHE obtenus en physioxie avaient des caractéristiques proches de ceux de la normoxie.
Les deux montrent a la fois une stratification cellulaire correcte par la présence de marqueurs
de différenciation (loricrine et involucrine), et une différenciation complete avec la formation
de la couche cornée. Toutefois, nous avons obtenu des RHE plus fins en physioxie, ce qui peut
étre corrélé avec l'augmentation de cellules positives au Ki67. En d’autres termes, les
kératinocytes de la couche basale restent en prolifération, ce qui est en accord avec les résultats
sur les modeles 2D, plut6t que d'entrer dans le processus de différenciation, produisant ainsi un

épiderme plus fin.

I1 existe tres peu d’études qui ont abordé le role de 1'oxygene dans les modeles cutanés 3D et
aucune n’était publiée au début de mon travail de these. Par exemple, 1'équipe de Koh a obtenu
également des RHE plus fins. Cependant, la différenciation n'était pas complete parce qu'il n'y
avait pas de formation de la couche cornée. (Koh, Szeverényi et al. 2020). Cette différence par
rapport a nos modeles peut €tre due a la présence de fibroblastes que nous avons rajoutés sous
la membrane, des cellules qui favorisent la formation de la barriere épidermique (Varkey, Ding
et al. 2013). Nos résultats sont en accord avec la seconde étude sur un modele de peau enticre

préparée a 3% O ou un épiderme plus fin a été obtenu ainsi qu'une différenciation terminale
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avec l'expression de la loricrine, de l'involucrine et de la filaggrine (Mieremet, Vizquez Garcia

et al. 2019).

Les résultats de cette premicre partie suggerent que, d’un point de vue physiologique,
I’exposition de kératinocytes, qui sont naturellement en physioxie dans la peau, a un fort taux
d'oxygene, au cours d’une culture classique, réduit leur potentiel prolifératif a la fois dans les
modeles 2D et 3D. De plus, en modele RHE, ceci accélere la différentiation des kératinocytes,

conduisant ainsi a un épiderme plus épais.

Afin de vérifier si les kératinocytes gardent leur potentiel de prolifération en physioxie ou
s'engagent dans un processus de sénescence, il serait intéressant de suivre la sénescence de ces
cellules, en mesurant par exemple l'activité de la béta-galactosidase. Ceci pourrait étre
important pour maintenir ces cultures primaires plus longtemps, mais aussi pour la
reconstruction des RHE. Pour compléter la caractérisation de nos modéles, nous pourrions
aussi effectuer des marquages de kératines ainsi que de la filaggrine, des protéines importantes

dans la différenciation épidermique.

1.2. Est-ce que les kératinocytes dans les différents modeles in
vitro de la peau expriment les enzymes antioxydantes de la
méme maniere ?

Les modeles in vitro utilisés dans cette étude représentent les kératinocytes épidermiques avec

des aspects structurels, prolifératifs, morphologiques et aussi biochimiques différents. Avant

d’étudier la physioxie, nous nous sommes déja demandé s'il y avait des différences d'expression
du systeme antioxydant entre ces modeles. Nous avons donc caractérisé pour la premiere fois

I’expression des principales enzymes antioxydantes (SOD1, SOD2, CAT, GPX1 et GPX4), lors

du passage des kératinocytes d’un état de monocouche en prolifération a 1’état de

différenciation dans les RHE et les avons comparés avec des explants de peau.

Nos résultats montrent des profils tres différents. Les cellules en monocouche expriment
globalement moins de genes des enzymes antioxydantes, et notamment pas les mémes, que les

RHE ou les explants de peau.

La lignée HaCat exprime davantage la catalase et la SOD1 que les cellules primaires. Cela peut

étre dii a I’adaptation des HaCat a la normoxie car elles sont cultivées depuis longtemps dans
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ces conditions. Il s'agit d'une différence supplémentaire entre les HaCat et les NHEK, dont il

faut tenir compte lors du choix du modele pour des études de l'activité antioxydante.

Les NHEK en monocouche expriment plus les enzymes de la famille GPXs, tandis que dans
les RHE, les cellules expriment beaucoup plus la catalase et les SODs. De plus, le profil
antioxydant des RHE est exactement le méme que celui des explants de peau, confirmant
I’intérét de ce modele. Nos résultats suggérent donc que les profils de génes antioxydants sont

modulés pendant la différenciation épidermique, entre NHEK et RHE.

Dans la littérature, seulement quelques études sur des modeles animaux abordent ces
différences, particulierement sur I’expression de la catalase. Dans des kératinocytes de rats
nouveau-nés, la catalase est exprimée seulement a partir du stratum granulosum (Muramatsu,
Suga et al. 2005). L’augmentation de 1’activité de la catalase dans la peau de souris est aussi
révélée dans les cellules qui arrétent de proliférer et dans des kératinocytes différenciés
(Reiners, Hale et al. 1988, Reiners, Thai et al. 1990). Notre travail vient compléter ces données
en démontrant que, dans les modeles différenciés comparativement aux modeles monocouches,

I'expression des SODs est plus élevée et celle des GPXs est plus faible.

L’ensemble des résultats montre I’importance du choix du modele. En effet, les modeles HaCaT
et NHEK ne représentent pas correctement les enzymes antioxydantes de la peau. Cela souligne

I’importance de I'utilisation des RHE pour les recherches sur les antioxydants de la peau

Faire une comparaison de la quantité de protéines par immunomarquages et aussi de [’activité
de ces enzymes permettrait de confirmer ces différences liées a la différenciation des
kératinocytes. En outre, il serait intéressant d’approfondir [’étude des voies de régulation qui
entrent en jeu dans la différenciation des kératinocytes et qui pourraient expliquer ces

changements dans les niveaux d'expression des genes antioxydants.

2. Quel est ’effet du taux d'oxygene sur la production de

ROS ?

Dans ma these nous nous sommes intéressés au stress oxydant, qui est un mécanisme lié¢ a
l'oxygene, étant donné qu'il constitue la principale source de ROS. Donc, nous nous sommes
demandé quel était 1'impact de la physioxie sur ce mécanisme. Nous avons évalué le taux de
ROS basal des kératinocytes en normoxie et en physioxie mais aussi sous I’effet d’un stress

oxydant. Nos conclusions montrent que les kératinocytes HaCat et NHEK gardent un niveau de
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ROS basal stable malgré le fort écart d'oxygene entre les deux conditions. Dans la littérature,
la production de ROS dans les cellules a un niveau d'oxygene physiologique est encore mal
comprise et les résultats sont différents d'une étude a l'autre (Tableau 6). Une diminution du
taux basal ROS a été rapportée dans des kératinocytes primaires (Kato, [zumi et al. 2014), dans
des fibroblastes dermiques (Sgarbi, Gorini et al. 2017) et dans les cellules de la papille dermique
(Upton, Hannen et al. 2015) (Abreu and Reis 2021). Cependant, une augmentation de la
production basale de ROS a été citée dans les adipocytes (Chen, Tang et al. 2018) et également
dans les fibroblastes dermiques (Damiani, Bruge et al. 2018). Ces variations peuvent étre
expliquées par les différents types cellulaires utilisés, les conditions des cultures et de

I’expérimentation, comme le choix des sondes ROS.

Taux Durée de Sonde de Effet sur le

Type cellulaire d’oxygéne culture détection taux de ROS References
1,5% 1 jour CM-H,DCFDA Positif (Nys, Maes et al. 2012)
Kératinocyte .
2% 3 jours ROS-ID Négatif (Kato, Izumi et al. 2014)
1-10% 3 jours CM-H,DCFDA Négatif (Sgarbi, Gorini et al. 2017)
5% 3 jours OxiSelect Négatif (Abreu and Reis 2021)
Fibroblaste
5% 3 jours MitoSOX Positif (Damiani, Brugé et al. 2018)
2% >10 jours H,DCFDA Négatif (Upton, Hannen et al. 2015)
Mélanocyte 1,5% 1 jour CM-H,DCFDA Constant (Nys, Maes et al. 2012)
Adipocyte 2% >10 jours H,DCFDA Positif (Chen, Tang et al. 2018)

Tableau 6 : L’effet de I’oxygéne sur la production des ROS dans les cellules de la peau in vifro (kératinocytes,

fibroblastes et mélanocytes, adipocytes).

Lors de la stimulation avec de fortes quantités de H>O», les HaCaT et les NHEK reproduisent
une augmentation significative de la production de ROS, mais uniquement en normoxie. De
maniere intéressante, en condition de physioxie, les effets de H2O2 sont presque totalement
inhibés a différentes concentrations de H2O2. Ce résultat montre que les cellules en physioxie
sont moins sensibles au stress H>O2, méme a des concentrations élevées, et peut suggérer

qu'elles possedent un meilleur systeme antioxydant.

La sonde des ROS qui a été utilisée dans cette étude est une sonde polyvalente, qui peut étre
oxydée par plusieurs types de ROS. Il serait par conséquent intéressant d'utiliser d'autres

sondes telles que la DHR 123, qui est plus spécifique des ROS mitochondriaux. Ceci permettrait
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de distinguer l'activité mitochondriale entre les deux conditions d’oxygénations et de compléter

d’autres points que nous discuterons par la suite a propos des enzymes antioxydantes.

1l serait aussi intéressant de faire une cinétique de la production de ROS en physioxie. En effet,
suivre l'adaptation des cellules dans cette condition pourrait également expliquer certains

résultats de la littérature.

3. Quel est le role du taux d’oxygeéne sur le systéme

antioxydant ?

Les défenses des kératinocytes en physioxie étant plus efficaces, nous nous sommes alors posé
la question de 1'état des enzymes antioxydantes dans cette condition. L'étape suivante a consisté
a vérifier si I’absence de production de ROS sous stress en physioxie est liée a I'efficacité des
enzymes antioxydantes. D’une maniére globale, deux principaux résultats ressortent de cette

étude :

1. Une régulation négative ou une absence de régulation des transcrits des geénes
antioxydants en physioxie,

2. Une activité enzymatique plus importante de la catalase et des SODs en physioxie.

Ces deux conclusions ont été confirmées dans nos différents modeles de kératinocytes. Deux
hypotheses ont été avancées permettant d'expliquer cette contradiction entre l'expression
transcriptionnelle et 1'activité de ces enzymes. La premiere est que la forte activité de ces
enzymes est due a une expression protéique accrue, indépendamment de sa quantité d’ARN. La
deuxiéme est qu’elle est due a une activation de 1'enzyme indépendamment de sa quantité de

protéine.

3.1. La régulation entre la transcription et la traduction

Concernant la catalase, sa faible expression transcriptionnelle en physioxie n’est pas corrélée
avec une diminution de la quantité de protéines qui reste constante pour NHEK et RHE et
augmente pour les HaCaT. Dans le cas de la SOD2, son expression n’est pas modulée en
physioxie alors que sa quantité augmente dans les NHEK et dans les RHE. En se basant sur la
littérature, ces résultats suggerent une régulation possible a 2 niveaux : soit une régulation au

niveau de la traduction, soit une différence dans la stabilité des protéines
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3.1.1. La régulation au niveau de la traduction
La traduction d’un ARNm en protéine se déroule en trois étapes qui sont finement controlées
par des facteurs de traduction : 1'initiation par les facteurs d'initiation (elF), I'élongation par les
facteurs d'élongation (eEF) et la terminaison par les facteurs de libération (eRF). Dans la
littérature, plusieurs études ont montré que ces facteurs sont sujets a une régulation par
I’oxygene, en particulier dans des conditions hypoxiques. En effet, I’hypoxie induit I’activation
d’un facteur de traduction eIF4E2 a la place de eIF4E activée normalement en normoxie. La
présence de ce facteur dans le complexe d’initiation de la traduction permet une sélection des
ARNm de protéines possédant des séquences spécifiques de réponse a I’hypoxie. Par
conséquent, ce complexe permet de continuer a synthétiser les protéines nécessaires a la survie
cellulaire dans des environnements a faible teneur en oxygene et a faible énergie (Uniacke,

Holterman et al. 2012).

Une étude intéressante vient de montrer sur plusieurs types cellulaires ce qui se passe cette fois-
ci en physioxie par comparaison a la normoxie et I’hypoxie. La traduction des protéines en
physioxie, dans une gamme de 1 a 8% O, passe par ces deux complexes en méme temps, ce
qui implique une sélection différente d’ ARNm (Timpano and Uniacke 2016). La SOD2 pourrait
étre traduite plus efficacement en physioxie, ce qui pourrait expliquer son augmentation en
termes de protéine, sans affecter le taux d’ARNm comme nous 1’avons montré¢. De méme la
catalase pourrait étre produite en quantité équivalente en physioxie alors que son taux d’ARNm

est diminué.

3.1.2. La différence dans la stabilité des protéines
La différence entre les quantités du transcrit et de la protéine pourrait aussi étre due a un effet
de cinétique entre la régulation de la transcription et la traduction de ces protéines. En effet les
deux parametres ont été étudiés au méme temps apres la mise en physioxie. On peut imaginer
que la diminution de I’expression des geénes en physioxie se fait juste avant I’arrét de la culture,
en particulier dans le modele en monocouche, et que les changements ne sont pas encore traduits
en niveau de la protéine. Ceci pourrait étre envisagé pour les NHEK mais plus difficilement

pour les RHE qui sont depuis 15 jours en physioxie.

Cette variation peut aussi €tre due a un changement dans le temps de demi-vie des protéines
antioxydantes qui pourrait étre plus long en physioxie. Ceci aurait pour résultat I’accumulation

au niveau protéine. Nous pouvons supposer que le taux d’oxygene soit capable de moduler la
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machinerie de protéolyse de ces enzymes comme 1’hypoxie est capable de moduler la

machinerie de dégradation des ARNm (Carraway, Johnson et al. 2017).

3.2. La régulation entre la traduction et ’activité

La surproduction de la SOD2 est cohérente avec I’augmentation d’activité observée dans les
différents modeles. En revanche, la forte activité de la catalase dans les NHEK et les RHE n’est

pas due a une augmentation de son expression protéique. Comment expliquer cette suractivation

?

Dans la littérature, plusieurs mécanismes ont été mis en évidence et montrent des régulations
postraductionelles qui sont capables d’activer ou d’inhiber la catalase. Il a été rapporté qu’un
changement dans la conformation de la catalase facilite 1’accessibilité a son site catalytique et
par conséquent conduit a la suractivation de I’enzyme. Cet effet peut étre induit par plusieurs
modifications post-traductionnelles au niveau de la structure de la catalase. C’est le cas
notamment de la glycation sur certains résidus lysines (Mofidi Najjar, Taghavi et al. 2017).
Inversement, une glycation sur d’autres lysines, une phosphorylation sur certaines serines, ou
une acétylation conduisent a son inhibition (Glorieux, Zamocky et al. 2015). Par ailleurs, il a
¢té démontré que Dlactivité¢ basale de la p53 induit la transcription de la p53R qui se lie
spécifiquement a la catalase induisant ainsi sa suractivation. Au contraire, dans le cas d’une
forte activité de la pS3, apres un stress UV, il y a induction de la transcription de PIG3 qui
inhibe cette suractivation (Kang, Kim et al. 2013) (Glorieux, Zamocky et al. 2015). Pour le
moment aucun lien entre ces modifications post-traductionnelles et une variation dans le taux

d’oxygene n’a encore été établi.

D’autre part, il est décrit chez les plantes que 1’activité catalytique de la catalase peut étre
modifiée par la voie de signalisation médiée par la calmoduline, une protéine cytosolique qui
intervient principalement dans la régulation du calcium (Yang and Poovaiah 2002). Ce
mécanisme n’est pas encore décrit chez les mammiféres, mais pourrait expliquer nos résultats.
La calmoduline est présente dans la peau surtout dans les couches supérieures, a partir de la
couche granuleuse en suivant le gradient du calcium (Méhul, Bernard et al. 2001). Une
localisation plus importante ou une concentration plus forte en calmoduline dans les conditions

de physioxie pourrait tre liée a I’activation de la catalase dans les RHE.

Afin de déterminer [’expression des enzymes antioxydantes dans la phase d’adaptation en

physioxie, il serait intéressant de réaliser une cinétique. Ceci permettrait de clarifier le lien
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entre les expressions transcriptionnelle et protéique. En effet, la diminution de [’expression
transcriptionnelle pourrait résulter d’un feedback négatif suite a la phase d’adaptation ou le

taux de protéines pourrait étre augmenté transitoirement.

Une étude de [’activité des enzymes GPXs pourrait compléter cette partie.

4. Quel est ’effet du taux d'O: sur le photovieillissement ?

Nous avons montré qu'en physioxie, I’expression basale des antioxydants n'est pas similaire a
celle en normoxie. Les rayons UV sont les principaux facteurs dans la progression du
photovieillissement. Cette progression est accompagnée par la déficience en antioxydants qui
accentue les effets des UV et rend la peau plus vulnérable au cancer. Stimuler 1'expression et
l'activité de ces antioxydants fait donc partie des cibles potentielles des traitements anti-age.
Pour étudier le systeme antioxydant dans le photovieillissement, nous avons reproduit ce

processus par irradiation aux UV.

4.1. La mise au point des modeles d’irradiation UVs

Les NHEK et les RHE ont été€ exposés a des doses aigués et simultanées dUVA et d'UVB. De
nombreuses études n'utilisent que des UVB, étant donné que c'est l'irradiation majeure qui
affecte 1'épiderme. Toutefois, les UVA régulent aussi un certain nombre de genes, lequel sont
impliqués dans la réponse antioxydante ou dans la différenciation de 1'épiderme (Marionnet,
Grether-Beck et al. 2011). De plus, les rayons UVA et UVB ne déclenchent pas les mémes
voies de signalisation dans les kératinocytes humaines (Syed, Afaq et al. 2012). 1l est donc

pertinent d'utiliser les deux rayonnements pour simuler correctement le spectre UV.

Dans I'épiderme reconstruit, la dose d'UV utilisée a ét€¢ de 3J/UVA et S0mJ/UVB. Sachant
qu’une dose érythémateuse minimale d'UVA comprend 50 J/cm? et d'UVB de 30 mJ/cm? pour
une peau de phototype II et III, ce qui est €équivalent a 2 heures et demie d’exposition au soleil
tropical australien (Tewari, Grys et al. 2014). La dose appliquée sur nos modeles reste faible
en comparant a ceux qui sont décrits dans la littérature. Cette dose permet une modulation de
I'expression des geénes, mais pas de dommage tissulaire (Marionnet, Tricaud et al. 2014). En
revanche, elle est élevée par rapport a celle utilisée sur les NHEK, en raison de la présence de

multiples couches de cellules qui sont normalement plus résistantes.

Nous avons suivi la prolifération des kératinocytes dans les RHE aprés 6h et 24h d’irradiation

en physioxie et en normoxie. Les UV induisent la prolifération des kératinocytes de la couche
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basale et également suprabasale en normoxie ce qui est cohérent avec des résultats obtenus chez
la souris (El-Abaseri, Putta et al. 2005). De méme, une induction de la prolifération des
kératinocytes basaux et supra basaux a été obtenue sur de la peau humaine irradiée a une dose
de 250 mJ/cm? UVB (Michalczyk, Biedermann et al. 2018). En revanche, en physioxie, une
diminution de la prolifération a été constatée 24h apres irradiation. Ceci peut étre di a la
sensibilité de ce tissu. L’épiderme étant plus fin, les kératinocytes en prolifération dans la
couche basale sont moins protégés. Nous avons montré que cette dose d’UV (40-60 mJ/cm?)

diminue la viabilité d’environ 25% dans les NHEK en monocouche.

Dans cette partie, la lignée HaCat n'a pas été utilisée, car elle possede plusieurs aberrations
moléculaires, particulierement dans la voie de signalisation NF-kB, une voie majeure dans la
réponse au stress (Chaturvedi, Qin et al. 2001). 1l en résulte que les HaCat peuvent avoir une
régulation de I'expression génétique différente de ce qui se passe dans la peau en réponse aux

UV.

4.2. La production des ROS apres irradiation UV

Nous avons précédemment montré que les NHEK cultivés en physioxie ont une résistance
élevée contre les ROS produits apres un stress avec H2Oz, et ceci est dii a I’augmentation de
I’activité des antioxydants. Curieusement, apres irradiation UV, cette résistance est absente.
Ceci pourrait étre dii au stress différent causé par ces derniers par comparaison avec H>O». En
effet, les UV sont capables de générer des ROS principalement dans le cytoplasme (Aitken,
Henderson et al. 2007), tandis que H>O» est a 'origine de la production de superoxyde dans les
mitochondries (Park 2013). Il est possible que, en physioxie, l'activité mitochondriale des
enzymes antioxydantes soit plus efficace que dans le cytoplasme, ce qui peut expliquer
I’absence de cette résistance. Nous avons notamment montré une activité basale importante de

la SOD2 en physioxie comparativement a la normoxie (Article 1).

Pour approfondir cet aspect, il pourrait étre intéressant de distinguer les ROS mitochondriaux

avec ['utilisation de sondes spécifiques.

4.3. L’effet du taux d’oxygene et de I’irradiation UV sur

I’expression des enzymes antioxydantes

Nous nous sommes demandé si les cellules en physioxie, suite a une irradiation UV, modulent

leurs enzymes antioxydantes de la méme maniere qu‘en normoxie. Pour cela, nous avons suivi
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les mémes enzymes antioxydantes que dans la premiere partie, les piégeurs du H2O», la GPX1,

la GPX4 et la catalase, ainsi que les piégeurs du O~ 1a SODI1 et la SOD2.

4.3.1 L’impact de la teneur en oxygene sur la modulation, par les

UV, des enzymes piégeant H>O:
En condition de physioxie I’irradiation UV induit clairement une expression plus importante de
GPX1 et GPX4 dans les RHE comparativement a la normoxie, quel que soit le temps apres UV.
Cet effet n’est pas retrouvé dans les NHEK, sauf pour GPX4 aprés 6h. Ceci montre encore un

effet li¢ a 1’état de différenciation des kératinocytes.

Afin de mieux comprendre la régulation de ces enzymes, il serait intéressant de compléter ce
travail par la mesure des quantités de protéines et de leurs activités enzymatiques pour savoir

s'il y a une modulation a ce niveau indépendamment de leurs transcrits.

La catalase est I’enzyme la plus efficace car elle réagit a la présence d’un niveau important de
H>0>. L’irradiation UV conduit a ’augmentation de I’expression de la catalase dans les NHEK,
avec toujours un niveau plus élevé en physioxie qu’en normoxie, alors qu’une modulation
minime de I’expression et de la quantité est observée dans les RHE. Son activité plus importante
en physioxie dans les RHE, et I’absence de corrélation avec le taux de la protéine suggere que
le taux d’oxygene agit sur I’activation de I’enzyme et non sur sa production. Ceci rejoint ce qui
a été observé précédemment dans I’étude de la catalase au niveau basal et pourrait étre expliqué,
de méme, par des modifications post-traductionnelles ou des interactions avec des protéines
telles que la calmoduline ou p53. Par ailleurs il a été démontré que les UV sont capables de
modifier directement le site de liaison du H>O; dans cette enzyme conduisant ainsi a une
génération de ROS, par entrée de 1’eau et réaction avec le fer de I’heme, et a un effet pro-
oxydant (Heck, Vetrano et al. 2003). De fagon intéressante, il a ét¢ montré qu’un taux faible en
oxygene inhibe cet effet pro-oxydant et, par conséquent, restaure I’activité¢ antioxydante de la
catalase. Cela pourrait en partie expliquer pourquoi I’activité antioxydante de la catalase est

plus importante en physioxie qu’en normoxie suite a I’irradiation UV.

D’une maniére générale, nous pouvons noter que, parmi les enzymes réagissant avec H>O»,
celles qui sont les moins exprimées, GPXs pour RHE et catalase pour NHEK, sont celles qui
sont le plus induites par les UV en physioxie comparativement a la normoxie. Les cellules
pourraient-elles réagir en surexprimant les enzymes qui leur manquent quand elles sont en

conditions physiologiques ?
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4.3.2 L’impact de la teneur en oxygene sur la modulation, par les

UV, des enzymes piégeant O~
L'O2™ est un oxydant puissant et c'est le précurseur d'autres ROS. 1l est particulierement induit
sous I’effet des UV. Ses effets sont neutralisés par les enzymes SODs qui sont réparties dans
I'ensemble de la cellule. Pour cette raison, ces enzymes jouent un role clé dans I'hnoméostasie
redox. Ainsi une déficience en SOD2 mitochondriale conduit a 1'apparition de marqueurs du
vieillissement chez la souris tels que la sénescence des kératinocytes et la malformation

épidermique (Velarde, Flynn et al. 2012).

Nos résultats montrent une forte surexpression de la SOD2 6h apres l'irradiation UV dans les
RHE. En revanche, dans les NHEK, la stimulation de 1'expression de la SOD2 est plus lente.
Ceci est en accord avec une étude sur de la peau reconstruite entiere, qui a également montré
une augmentation des transcrits de la SOD2 a 6 heures (Bernerd, Marionnet et al. 2012). Les
effets des UV sur le modele d'épiderme en physioxie reproduisent donc ce qui se passe dans la
peau complete contrairement a la normoxie. De plus cette régulation précoce de la SOD2 induit
I’accumulation de la protéine et I’enzyme est trés active dans les NHEK et dans les RHE. Cette
augmentation de la SOD2 reflete ce qui a déja décrit in vivo dans la littérature sur le
photovieillissement de la peau humaine (Punnonen, Lehtola et al. 1995). Elle a également été
mise en évidence dans un modele de photovieillissement chronique chez la souris (Okada,
Takahashi et al. 1994), et apres 24h et 5 jours d'exposition aigué, toujours chez la souris (Jin,
Liu et al. 2007) (Ahn, Kim et al. 2020). Ainsi, le maintien d'une activité élevée de SOD2 apres
une irradiation UV en physioxie reproduit ce qui se passe dans la peau in vivo, contrairement a
la normoxie. La comparaison avec les modeles in vitro est plus difficile, car, dans la littérature,
l'activité de ces enzymes est décrite de maniere divergente, ce qui peut étre di a des protocoles

différents.

Dans les deux modeles, NHEK et RHE, nous montrons que la SOD1 est la moins induite par
l'irradiation UV, peut étre que cela se fait plus tardivement, aprés 24h, car un début d’induction
de son expression est observé dans les RHE en physioxie a 24h. D’une maniéré intéressante,
dans ce projet pour la premiere fois nous présentons une nouvelle localisation de la SODI1 in
vitro en physioxie dans les noyaux des kératinocytes primaires. Une localisation similaire de
cette enzyme a été rapportée dans les levures et dans les fibroblastes (Tsang, Liu et al. 2014).
A ce niveau la SODI peut agir comme un facteur de transcription. De plus, une étude sur les

explants de peau donc ex vivo a montré pour la premiere fois sa localisation dans les noyaux
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des kératinocytes épidermique (Altobelli, Van Noorden et al. 2019). Nos modeles en physioxie
confirment ces résultats et surtout que cette localisation est beaucoup plus accentuée avec 1’effet

des UV.

Dans cette optique, il serait intéressant de déterminer les genes cibles de SODI dans nos
modeles. 1l peut s'agir d'une nouvelle voie afin de réguler les enzymes antioxydantes dans le

stress oxydant.

5. Quelles sont les voies de signalisation potentiellement
impliquées ?

Les UV sont des générateurs puissants des ROS dans le cytoplasme et dans la mitochondrie

(Rezvani, Ali et al. 2011). Les ROS régulent plusieurs facteurs de transcription qui ciblent les

enzymes antioxydantes. Ces facteurs de transcription sont également sensibles aux variations

de l'oxygene. Cette section décrit donc les deux principales voies de signalisation sensible aux

variations de 1'oxygene et des ROS, HIF et Nrf2, et le role qu'elles peuvent avoir dans la

régulation des antioxydants.

La voie de régulation médiée par HIF est la voie majeure induite a de faibles taux d’oxygene.
En effet, HIF-1a est responsable de la transcription des genes d’adaptation a I’hypoxie. Les plus
importants d’entre eux sont le VEGF, impliquée dans 1'angiogenese, PDK1, dans la glycolyse,
Bcl-2/BNIP3/p53, dans ’apoptose/arrét du cycle cellulaire, GLUT1/3, dans le métabolisme du
glucose. La stabilisation de HIF-la est largement décrite en hypoxie : il est rapidement
accumulé (2h a 24h heures) dans les cellules en hypoxie. Par la suite, ¢’est I’isoforme HIF-2a
qui se stabilise jusqu’a 72 heures en hypoxie (Holmquist-Mengelbier, Fredlund et al. 2006)
(Carreau, El Hafny-Rahbi et al. 2011). Les données ne sont pas encore claires concernant la
stabilisation des HIFs en physioxie. En effet, une étude sur des adipocytes primaires cultivées
en physioxie a partir de leur isolement du tissu in vivo, donc n’ayant jamais été en normoxie,
montre 1’expression et la stabilisation de HIF-1a qui, en conséquence, induit la transcription
des geénes cibles comme GLUI1(Chen, Tang et al. 2018). En, revanche, d’autres données
montrent que HIF-1a n’est pas activé ni accumulé en physioxie (Chen, Lai et al. 2018). Ces
derniéres données ont été confirmées par la présence d’un équilibre entre son accumulation et
sa dégradation en physioxie, de la méme facon qu’en normoxie (Pierrevelcin, Fuchs et al. 2020).

Dans la peau, il a ét¢ démontré une légere accumulation de HIF-la le premier jour de
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I’adaptation des kératinocytes en physioxie (5% O2) et par la suite aucune trace n’a été

identifiée, méme apres 4 jours de cultures (Carrera, Senra et al. 2014).

Il y a une forte probabilité que dans notre cas, des cultures de 4 jours en monocouche ou de
15 jours pour les RHE, ['accumulation de HIF-1a soit réprimée. Il serait intéressant de vérifier

[’expression de l’isoforme HIF-2a.

Indépendamment de I’oxygene, la régulation de HIF-al par le taux de ROS n’est encore pas
tres claire. En effet, il a ét¢ démontré que I’accumulation de HIF-1a induit la diminution des
ROS (Semenza 2009), typiquement les ROS mitochondriaux (Li, Zhou et al. 2019). Cependant,
des données sont différentes : soit I’accumulation de HIF-1a n’est pas liée a la régulation des
ROS, soit elle entraine en contraire une augmentation des ROS (Chen, Tang et al. 2018)
(Movafagh, Crook et al. 2015). Dans notre étude nous pourrions émettre 1’hypothése de la
présence d’une interaction entre les facteurs HIF-1a et HIF-2a et le facteur de transcription
Nrf2, en particulier dans la régulation de la SOD2 qui augmente a la fois en physioxie et sous
I’effet des UV. Pour quoi le facteur Nrf2 ? C’est un facteur de transcription induit par la
présence des ROS, et qui est responsable de la transcription des genes antioxydants. Ceci est
déja décrit en normoxie. En physioxie, le facteur Nrf2 n’est pas modulé directement, cependant,
une régulation via un autre facteur de transcription Bach 1 a ét€ mise en évidence dans les
cellules endothéliales (Chapple, Keeley et al. 2016). En hypoxie, il a été¢ décrit que HIF-al
interagit directement avec Nrf2 dans le noyau des cellules de pancréas (Kiiper, Baumann et al.
2021). La présence de ces deux facteurs a la fois dans les noyaux des cellules de la peau n’est
pas encore décrite mais I’investigation de cette possible interaction dans nos modeles pourrait
apporter d’éventuelles explications sur la régulation de la SOD2. Plusieurs résultats de la
littérature soutiennent 1’existence de relations étroites entre HIFs et SOD2. En effet, la
surexpression de la SOD2 induit I’accumulation du facteur HIF-al. En revanche, la
translocation de HIF-al dans le noyau induit la répression de la transcription de la SOD2 (Gao,
Li et al. 2013), ce qui créé un systeme de régulation. D’autre part, la SOD2 figure parmi les

genes régulés par HIF-02 (Oktay, Dioum et al. 2007).

Dans cette optique, il serait intéressant d étudier [ 'expression, |’accumulation et la localisation
de ces facteurs de transcription, au niveau basal et apreés irradiation UV. Une colocalisation
éventuelle de ces facteurs, en particulier avec la présence de la SODI, pourrait expliquer les

modulations des enzymes antioxydantes dans le stress oxydant en physioxie.
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Conclusion

Les travaux de recherche que nous avons réalisés au cours de cette thése avaient pour ambition
de mettre en place des outils permettant d’explorer et de mieux comprendre le role du taux
d’oxygéene présent dans le microenvironnement cutané et notamment son role dans les défenses

antioxydantes de la peau.

Dans notre étude, nous avons comparé les différents modeles cutanés habituellement utilisés
dans des cultures in vitro, des modeles en monocouche, avec une lignée HaCat et des
kératinocytes primaires, et un modele plus représentatif de la peau avec les épidermes
reconstruits. Par ailleurs, nous avons recréé un micro-environnement proche de la physiologie
de la peau en ce qui concerne le taux d'oxygénation et une comparaison a été effectuée entre
ces modeles établis en physioxie, qui représente I'oxygénation physiologique de la peau, et en
normoxie, qui correspond a l'oxygénation de 1'air donc a la culture en condition classique. Ces
modeles ne se limitent pas a 1’étude du stress oxydant mais ont des applications beaucoup plus
larges dans le domaine de 1’étude de la biologie de la peau. Egalement ils peuvent étre utilisés
pour évaluer I’activité de composés afin d’obtenir des résultats plus proches des conditions
physiologiques. En effet nous avons montré un certain nombre de différences d’activité

biologique entre la normoxie et la physioxie.

De fagon générale, nos travaux montrent que le taux d’oxygeéne du microenvironnement
cellulaire régule les enzymes antioxydantes. Une meilleure activité antioxydante est obtenue
dans les conditions physiologiques avec une surexpression de la SOD2, une suractivation de la
catalase et une translocation de la SODI, capable d’agir alors comme un facteur de
transcription. Ceci est observé a 1’état basal mais aussi fortement accentué apres irradiation UV
mimant le photovieillissement de la peau. Une meilleure connaissance des mécanismes
impliqués dans ces régulations par 1I’oxygene permettrait de mieux comprendre 1’importance de

respecter les conditions physiologiques.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The maintenance of skin integrity is crucial to ensure the physiological barrier against exogenous compounds,
Skin microorganisms and dehydration but also to fulfill social and aesthetic purposes. Besides the development of new

Cold atmospheric plasma actives intended to enter a formulation, innovative technologies based on physical principles have been proposed

ZOII:S in the last years. Among them, Cold Atmospheric Plasma (CAP) technology, which already showed interesting
Dimimlogy results in dermatology, is currently being studied for its potential in skin treatments and cares. CAP bio-medical
Cosmetics studies gather several different expertise ranging from physics to biology through chemistry and biochemistry,

making this topic hard to pin. In this review we provide a broad survey of the interactions between CAP and skin.
In the first section, we tried to give some fundamentals on skin structure and physiology, related to its essential
functions, together with the main bases on cold plasma and its physicochemical properties. In the following parts
we dissected and analyzed each CAP parameter to highlight the already known and the possible effects they can
play on skin. This overview aims to get an idea of the potential of cold atmospheric plasma technology in skin

biology for the future developments of dermo-cosmetic treatments, for example in aging prevention.

1. Introduction

The skin is the largest organ of the human body and ensures several
distinct functions because of its particular position, in connection be-
tween the outside and the inside of the body. This keratinized tegument
envelops the whole body and protects it from environmental aggressions
and from massive water loss [1]. Although the physical barrier against
environmental and pathogen insults is the main role of this organ, the
skin possesses several other functions such as vitamin D production [2],
humidity, temperature and mechanical sensing [3-5], temperature
regulation [6], molecule absorption [7], excretion and secretion [8-11]
and some immunological functions [12]. In view of the above, daily
cares of this organ are necessary to preserve its integrity and functions.
Skin care practices are not only needed for the whole body health but
also for social and aesthetic purposes. Cosmetic skin care was practiced
from the dawn of time by the ancient civilizations. In the 21st century,
with the increase of span life, people from all walks of life ask to live
healthy and look younger. Consequently, the global consumer demand
of cosmetic products is rapidly expanding today. In 2018, the value of
the global cosmetics market was 508 billion U.S. dollars. The market is

projected to value at about 758 billion U.S. dollars by 2025 [13].
Modern skin treatment-offer ranges from chemical product application
to physical treatments. Among the treatments, creams, sera and oils are
commonly used as at-home beauty treatments while skin peeling treat-
ments are often administered by professional beauticians. Physical
treatments are also administered in beauty centers although today some
devices can be bought for domestic use. Among them, LED lights and
lasers are often used for rejuvenation purposes. These light sources
stimulate skin renewal by physically removing the external layers of the
skin (resurfacing) thus activating skin cell metabolism [14,15]. For a
deeper skin rejuvenation, more invasive and expensive techniques such
as aesthetic surgery are required. Currently, a physicochemical
approach, based on ionized gases, is joining the skin non-surgical
treatments. This technology, named Cold Atmospheric Plasma (CAP),
was already used in dermatology to promote wound healing. Today,
CAP is entering into the cosmetic field, thus providing a new challenge.
In reason of their unique ability to generate a complex chemical mix and
thanks to their physical properties, CAPs could be a promising alterna-
tive in non-invasive treatment of skin. However, the scientific bases of
cold plasma effects on skin and the identification of their exact
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mechanisms of action, both at the cellular and at the molecular levels,
are still lacking and they constitute a new active field of investigation.

In the present review, based on skin fundamental notions and on
chemo-physical properties of plasmas, we described the possible benefic
interactions between CAPs and skin and how they could participate in
improving skin wellness and regeneration.

2. Fundamentals on skin and its microenvironment

To understand how CAP could be used for skin treatments, it is
important to take into consideration all skin parameters contributing to
skin health that could be potentially modified by plasma treatment.

2.1. Skin structure

The skin covers and isolates the whole body. In humans its thickness
can vary from 0.5 to 4 mm. Skin thickness strictly correlates with the
collagen content of the dermis and it is gender dependent [16]. The
different cell types composing the skin form a complex structure that can
be divided in three main layers: the epidermis, the dermis and the hy-
podermis (Fig. 1). The epidermis is the layer that takes contact directly
with the external environment. Its thickness can change at the different
body sites and it is also age, gender and phototype dependent [17,18].
The epidermis (Fig. 1A) is mainly made up of keratinocytes and mela-
nocytes, these latter confer the typical color tone of the skin. Some other
cells can be found in this part of the skin, the immune system Langherans
cells and the mechanosensors Merkel cells. Human epidermis can be
further divided in four or five functional layers. The deeper layer of the
epidermis is called stratum basale or germinativum and is made of
non-differentiated keratinocytes, melanocytes and Merkel cells laying
on the basal lamina (lamina basalis). The presence of keratinocyte stem
cells permit the epidermis turnover [19-21]. Once divided, one of the
keratinocyte daughter cells moves and differentiates toward the upper
layers of the epidermis forming, in sequence, the strata spinosum, gran-
ulosum, lucidum (found only in the palms of the hands and soles of the
feet) and the corneum. Epidermis in healthy and young humans forms
digitations that penetrate the dermis (papillary dermis). The epidermis
is separated from the dermis thanks to a thin layer of extracellular ma-
trix called basal lamina. This latter is mainly made up of collagen IV,
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laminins and glycosaminoglycans (GAGs) and ensures the mechanical
link between the basal layer of the epidermis and the underlying con-
nective tissue, the dermis. This middle layer between the epidermis and
the hypodermis (Fig. 1B), is made up of a network of fibrillar proteins,
collagens, elastin and an amorphous ground substance rich in GAGs such
as dermatan sulfate and hyaluronic acid. These negatively charged
macromolecules attract water molecules keeping the skin hydrated. Few
cell types can be found in the dermis, essentially papillary and reticular
fibroblasts with some mast cells. The dermis possesses a sensitivity to
mechanic stimuli thanks to the presence of mechanosensors such as the
Ruffini’s, Meissner’s and Pacini corpuscles. The hypodermis is the third
deeper layer of the skin. It is an adipose tissue made up of fibroblasts,
adipose cells and macrophages. The main function of this tissue is to
store fat for thermal insulation and as a source of energy. Besides its
three horizontal layers, mammalian skin possesses typical appendages
crossing this structure. During the embryogenesis some cells of the
ectoderm forming the epidermis invaginate into the dermis creating
cutaneous annexes like hair follicles, nails, sweat and sebaceous glands
(Fig. 1).

The skin possesses a heterogeneous vascularization (Fig. 1). Vessels
coming from the hypodermis enter the dermis and form the deep
vascular plexus in the reticular dermis, supplying nutrients and oxygen
to hair bulbs and glands. The whole dermis layer is vascularized thanks
to the ascending arterioles and descending collecting venules coming
from the deeper layers of the skin. In the upper dermis, these vessels
form the superficial vascular plexus from which originate the capillary
loops extending in dermal papilla [22]. Unlike the other cutaneous
layers the epidermis is not vascularized at all.

2.2. Skin oxygenation and antioxidant status

A consequence of the typical skin vascularization is a non-uniform
oxygenation. Indeed oxygen diffuses inside the skin from two sources:
the atmosphere (21% O5) and the blood stream circulating in the dermis
(5-9% O3) [23,24]. This results in two oxygen gradients that reach a
point of minimum (1-3% O-) at the basal lamina where keratinocytes
stem cell reside (Fig. 1D). Although oxygen has a vital importance for
aerobic cells, during the respiratory metabolism a small part of this
diatomic molecule is converted in reactive oxygen species (ROS). While
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in low doses ROS play an essential role in cell signaling and in the
maintaining of cell homeostasis, in case of overproduction, these free
radicals can induce the so-called oxidative stress [25]. Being exposed to
different percentage of oxygen, the different skin layers are likely to
possess a different sensitivity to oxidative stress. However, to avoid
ROS-induced damages, skin cells are able to eliminate the excess of these
reactive species keeping their concentration at a physiological level.
This task is performed by the antioxidant system that is made up of both
small molecules and enzymes such as glutathione peroxidases, catalase
and superoxide dismutases allowing the conversion of ROS into harm-
less molecules [26].

2.3. Skin surface and its physiological pH

A healthy epidermis is relatively acidic. Its outer layer, the stratum
corneum, possesses an “acidic mantle” that confers it a pH ranging be-
tween 4 and 6 (Fig. 1C). Keeping an acidic pH fulfills several physio-
logical roles [27]. At birth, the skin is exposed to a non-sterile
environment and it is rapidly colonized by microorganism. The acidic
mantle inhibits the growth of pathogen microorganisms and promotes
the growth of the physiological microflora [28]. The acidic mantle is
generated thanks to endogenous factors but also to exogenous ones such
as bacteria. Among the endogenous factors, the relatively-low pH seems
to be induced by the generation of urocanic acid [29], and free fatty
acids [30]. The maintaining of this acidic mantle seems to be due to the
activity of the sodium-proton exchanger (NHE1) [31]. The low pH
contributes also to preserve the skin barrier. Indeed, stratum corneum
enzymes, involved in the synthesis of the ceramide barrier, possess an
optimal activity at acidic pH [32]. In addition, a disregulated acidic
mantle can have a negative impact on the skin barrier [33]. Moreover, a
high pH of the stratum corneum is correlated with skin pathologies such
as atopic dermatitis [34,35]. To keep the pH at physiological values, the
skin possesses its own buffering system permitting to avoid rapid pH
variations induced by external insults [36].

2.4. The skin as a semipermeable barrier of the body

As already described, the stratum corneum creates a protective,
semipermeable barrier [37-41]. The first representation of the stratum
corneum was made in 1975 by Michaels and collaborators who
simplistically described the outer layer of the skin as a brick and mortar
like structure [42]. Although the skin isolates and protects the body from
external aggressions, this cornified organ is not a sealed barrier. Skin
actively communicates and interacts with the external environment. The
organ can expel, in a controlled way, water containing organic and
inorganic molecules but can also absorb exogenous compounds from the
environment. Molecules can penetrate the skin in three ways: through
the cells (intracellular way), via the inter-cellular space (intercellular
way) or through the skin pores, glands and hair follicles (trans-
appendageal way) [43]. In order to understand how molecules can enter
the skin, several models have been proposed. In 1992, Auton tried to
construct a mathematical model of skin penetration considering either
diffusion or metabolism of the compound passing through the skin
layers [44]. He considered two main barriers in his skin model 1) the
external barrier of the skin, the stratum corneum - this physical barrier
lets lipophilic compound to pass more easily than hydrophilic molecules
-, 2) the second barrier made up of living cells in the epidermis and the
dermis where exogenous molecules are subjected to enzymes such as
esterase and oxygenase. In 2001 a more complex model, called “single
gel phase” was proposed by Norlén and colleagues to describe the stra-
tum corneum of the skin [45]. This model is in accordance with the Mi-
chaels’ “brick and mortar” one. Other approaches, focused on how
different chemical compounds can penetrate the stratum corneum, were
developed by Trommer and Neubert [46]. Mathematical models of skin
permeability have been summarized in a complete review by Mitragotri
and collaborators [47].
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2.5. The skin microbiota

Thanks to the previously described structure, the skin possesses a
unique and complex microenvironment. Because of the low water con-
tent of the stratum corneum, the low physiological pH, lysozyme and
RNase production, skin is a poor substrate for microbial colonization.
However, even in healthy conditions, the skin is the host of commensal
or symbiotic bacteria [48] at the epidermal but also at the dermal level
[49]. After birth, the skin is directly exposed to environmental micro-
organisms and rapidly colonized by some of them leading to a balance
that is unique to each individual. In adults, considering the skin ap-
pendages such as follicles and sebaceous glands, the total exposed sur-
face is estimated to be 30 m2. This makes our external organ the largest
epithelial surface for interacting with microorganisms [50]. Different
types of microorganisms can be found in different sites of the skin,
depending on humidity, sweat production and local temperature.
Commensal bacteria not only protect skin from pathogen bacteria
colonization, avoiding thus skin diseases, but play also a symbiotic role
with this organ [51,52] that is currently under investigation [53,54].

2.6. Skin homeostasis and aging

The whole skin wellness resides on the physiological equilibrium of
all the mentioned biochemical, bio-physical and symbiotic parameters.
Although the skin is a powerful organ able to rapidly regenerate, the
continuous biological, chemical and physical aggressions weaken its
structure over time.

Skin aging is a natural process driven by our genes (chronological
aging), that can be drastically accelerated by our way of life, sun and
pollutant exposures [55] more largely named exposome [56]. This aging
process is mainly mediated by the oxidative stress, an overproduction of
ROS able to damage biological molecules such as lipids, proteins and
nucleic acids and inducing the alteration of their activity. Typical signs
of time in skin are the loss of elasticity and hydration, the slowing down
of cell metabolism and the alteration of melanocyte activity. All these
changes lead to a decrease of the complexion radiance and the occur-
rence of light or dark spots and the appearance of wrinkles.

Since the dawn of humanity, people tried to find methods to hide the
signs of senescence. Cosmetic treatments have always been the answer
to slow down skin deterioration process and ameliorate its aesthetic
appearance. To achieve such goal, besides cosmetic products, new
physical technologies such as LED- or ultrasounds-based devices have
recently been developed. Among these, cold atmospheric plasma may be
an innovative and interesting approach in this field. To know CAPs
characteristics and how they can interact with the skin, the following
chapter will provide some fundamentals about these ionized gases.

3. Plasma bases and biomedical applications

Understanding the physicochemical aspect of plasmas, and the
mechanisms involved in the interactions between them and biological
tissues, is primordial in order to use them on skin in efficient and secure
conditions.

3.1. Introduction to plasmas

The stars, the sun, the lightning and the aurorae have always fasci-
nated human being. All of these wonders of the nature share a common
feature, they are forms of plasma: the fourth state of the matter. From
the first attempt to artificially generate and master these ionized gases,
plasmas have been exploited in different fields. The first artificial plasma
was generated by the German physicist Johann Heinrich Wilhelm
Geissler who created the ancestor of the fluorescent tube in 1857. Based
on the Geissler tube, William Crookes built the first cathode tube in
1879. In his high vacuum tube, Crookes observed that the rarefied gas,
exposed to the high voltage between two electrodes, emitted a weak
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light at the cathode. Since he did not know that the light was due to the
electrons flowing from the cathode, he called them “cathode rays”.
Crookes understood that the rarefied gas inside the tube, exposed to the
high voltage, was in a particular state that he described as a fourth state
of the matter or “radiant matter”. Gases possess almost no interatomic or
intermolecular forces. Since they are formed by neutral atoms or mol-
ecules, gases are perfect electric insulators. In 1889, Friedrich Paschen
studied the loss of the insulating property of the gases exposed to a high
electric field between two planar electrodes. Paschen called “breakdown
voltage” the minimum voltage needed to generate a discharge in the gas.
This voltage is depending on the gas pressure and the distance between
the two electrodes [57]. Arc generation is due to the ionization of the gas
with consequently a loss of the insulating property. It’s only in 1928 that
the chemist Irving Langmuir described the state of a rarefied gas exposed
to a high voltage between two electrodes. In his paper, Langmuir wrote
that except near the electrodes, the ionized gas was made up of an equal mix
of ions and electrons and proposed to use the term of plasma for this state
of the matter [58].

3.2. Hot and cold plasmas

To generate a plasma, a gas must be supplied with enough energy to
ionize it. The gas could be heated at very high temperatures in order to
permit the external electrons to escape the atoms. The electron and the
ionized atoms can interact with other atoms creating a cascade reaction.
Thus the generated plasma is a mix of electrons, ions and neutral species.
Although it is formed by charged species, the plasma is neutral on its
whole. As described previously, a gas can be ionized and form plasma
also under a strong electric field generated between two electrodes.
Plasmas can be divided in two main categories: thermal and non-thermal
plasmas. Most of the natural occurring plasmas belong to the thermal
category. These hot plasmas possess electrons and heavy particles at the
same temperature. Artificial hot plasmas are produced for some appli-
cations such as hard material cutting and toxic waste destruction [59,
60]. In non-thermal plasmas (NTPs), free electrons possess a higher
temperature than ions and neutral gas molecules, these latter conferring
a relatively low temperature to the whole plasma. Thanks to this char-
acteristicc NTPs are used in a plethora of industrial applications:
micro-electronics, lighting, surface treatment and functionalization.
Most NTPs conceived for industrial purposes are produced using low
pressure gases inside reactors. The controlled atmosphere inside the
reactors results in a well-controlled plasma generation. NTPs, can also
be generated at atmospheric pressure and are called Cold Atmospheric
Plasmas (CAPs).
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3.3. Cold atmospheric plasmas generation and characterization

CAPs are mainly generated by means of energy coming from electric
alternate or direct currents, radiofrequencies or microwaves. Several
methods and configurations are today used to produce these ionized
gases: volume and surface Dielectric Barrier Discharge (DBD) [61,62],
Atmospheric Pressure Plasma Jets [63], plasma needles and Plasma
Pencils [64] (Fig. 2A, B, C). These different configurations, together with
the choice of the feeding gas, result in a plasma having peculiar char-
acteristics. Commonly used gases are atmospheric air, pure nitrogen,
noble gases or custom gas mixtures of these latter. Once the gas is
ionized to plasma, the charged species can react with the matter (target)
with which they enter in contact. In the case of CAPs the first encoun-
tered medium is the atmospheric air. Reacting with the nitrogen and
oxygen composing the air, CAPs produce the so-called Reactive Oxygen
and Nitrogen Species (RONS) (Fig. 2 D). Plasma treatment can be per-
formed on several types of targets, either solids or liquids. When CAPs
interact with a solid surface, the generated reactive species can modify,
charge or ablate the external layers of the target. These modifications
can change the physical characteristics of the surface modifying for
example its wettability [65].

Aqueous media exposed to a CAP are enriched of new chemical
species. Once generated in the surrounding atmosphere, RONS can be
carried and solubilized in the liquid medium [66-68]. Some species such
as hydrogen peroxide (H205) are produced directly from water vapor
entering in contact with the plasma effluents [69]. Oxygen already
dissolved in the liquid medium also participate to RONS generation [70,
71]. The amount of generated and solubilized species is proportional to
the plasma working frequencies [70,72], the voltage waveform, the CAP
exposure time [72,73] and the distance from the treated target. Gases
passing to the state of plasma emit electromagnetic radiations in the
visible and infra-red spectrum. Low amount of UV are commonly
generated together with other visible radiations whose wavelength de-
pends on the feeding gas used to produce the plasma. Since CAPs are
generally ignited by a strong electric field, once the plasma is generated,
the movement of the charged species produces itself an electric field.
Lastly, although these plasmas are named cold, they generate thermal
energy and develop temperatures between 30° and 100 °C. While tem-
peratures higher than 40 °C are not suitable for the treatment of
mammalian tissues, tuning the gas flow rate and the distance of the CAP
source from the target permits to avoid overheating effects. The complex
interplays between CAP and the treated target are summarized on Fig. 3.
In view of the above mentioned characteristics CAPs can be compatible
with applications on biological tissues.

Taking into account all the above-mentioned parameters and

Fig. 2. Cold atmospheric plasma devices and
plasma chemistry. Most commonly used CAP-setup
for bio-medical applications: A) Volume dielectric
barrier discharge reactor; B) Surface dielectric barrier
discharge reactor; C) Plasma jet reactor. (HV) High
Voltage generator. D) The plasma chemistry: the
ionized gas forming a plasma, with its negative and
positive ions (X+, X-) and free electrons (e—), gener-
ates a mix of reactive oxygen and nitrogen species
(RONS) from the atmospheric gases and water vapor.
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Fig. 3. The interplays between CAP and the treated target. CAP charac-
teristics intrinsically depend on the electrical setup, the feeding gas and its flow
rate. The fine tuning of these parameters influences the amount of the produced
charged species and RONS, the CAP-generated electric field, the acidification
and de-gasification (sparging) of the target. Although marginal, the emitted
UVs and the small thermal increase can play a role in the administered treat-
ment. In addition, the treatment conditions such as the nature of the target, the
plasma-target distance and the exposure duration also strongly influence the
CAP behavior and performances.

knowing that each research laboratory developed its own CAP device,
the plethora of data obtained with these sources are not easy to compare.
Moreover, depending on the selected technical parameters, such as
voltage, frequency, carrier gas composition and gas flow, as well as at
different temperatures and humidity, a single individual device also
produces very different plasmas inducing different effects. Conscious of
this heterogeneity, in the following paragraphs we will make use of the
generic term of CAP to indicate different devices and settings employed
to generate a Cold Atmospheric Plasma.

3.4. Biomedical applications of plasmas

Plasma application in the bio-medical field is called plasma medicine
[74]. In the last decade this field has rapidly expanded. CAPs have
shown promising results in cancer therapy either in vitro or in clinical
case studies [75-80]. Being more sensitive to RONS than normal cells,
cancer cells can be selectively killed by plasma exposure [81,82]
Non-thermal plasmas for biomedical applications can be used in indirect
or direct configuration. In indirect configuration, the long lived reactive
species generated between the electrodes are carried to the target thanks
to the gas flow. In direct configuration, the biological target is one of the
two electrodes and actively participates to plasma generation [83,84].
Although CAP effluents can now be brought inside the body by means of
catheters for in situ treatments [85,86], at the beginning plasma medi-
cine was conceived for surface, non-invasive applications. Most of the in
vivo studies are performed by treating directly the external tissues of the
body. Besides cancer applications, CAPs are also used in dermatology
with promising effects on chronic wound disinfection and healing
[87-94]. Lately some CAP devices have been developed for skin
regeneration [95,96]. These plasma sources, operating with atmo-
spheric air, nitrogen or argon, can reach temperatures higher than 60 °C
and are mostly used in skin resurfacing. Like laser resurfacing, this type
of cosmetic plasma treatment is mostly used to burn the outer layers of
the skin and force its renewal [97-100]. Although plasma resurfacing is
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a less invasive alternative to facial plastic surgery, the high tempera-
tures, the long recovery after treatment and the limited trial data on long
term side effects suggest a careful use of these treatments [101].
Whereas the above mentioned plasma treatments work by a mechanic
ablation of the dead outer skin layers, some recent evidences suggest
that mild CAP treatments may actually stimulate the deeper layer of the
skin and play an anti-age role on skin cells [102]. Hence, plasma ap-
plications in dermatology and in cosmetics are, today, hot topics.

4. Cold atmospheric plasma activity on skin

As previously mentioned, CAP features are under the dependency of
several parameters of the device such as the voltage and the pulse fre-
quency. The characteristics of the generated plasma are modified by the
environment and the gas composition, the nature of the target, the
distance from the target and the treatment time (Fig. 3). This results in
differences in terms of RONS nature and amount, in the generated
electric field and so in a different effect on the treated biological tissue.
This is why it is important to understand how plasma chemistry and
physics can interact with the skin and how the different parameters can
be adapted to achieve the desired effect.

4.1. Effects of CAP-generated RONS on biological components

4.1.1. On biomolecules

Liquid physiological media treated by plasma are enriched in RONS
species and have been shown to carry out interesting biological activities
on cells and tissues [103,104].

Among the CAP-produced RONS, nitrites (NO3), nitrates (NO3), ni-
tric oxide (NO®), hydroxyl radical (*OH), superoxide anion (03 ~), singlet
oxygen (102), hydrogen peroxide (H»03) and ozone (O3) are of great
interest in biology [105,106].

Biomolecules, in contact with the plasma-generated RONS, can be
chemically changed, inactivated or irreversibly damaged [107,108].
Takai and collaborators analyzed the chemical structure of
water-dissolved amino acids after CAP exposure and demonstrated that
most of the treated amino-acids can be oxidized and acquire new
chemical groups by hydroxylation or nitration [109]. The amino acid
cysteine, involved in the redox activities of enzymes and abundant in the
keratin, has been shown to be oxidized by CAP exposure [110]. Since
amino acid can be modified by cold plasma treatment, the whole pro-
teins exposed to CAP can be altered either at their primary amino-acid
sequence or at their secondary and tertiary structure. These modifica-
tions can change the activity or induce a loss of function of the protein
[111-114].

Lipids have also been shown to be oxidized by CAP exposure
[115-117]. Phospholipids composing cell membranes can directly be
peroxided by a non-thermal plasma treatment [118]. This oxidation can
temporarily change the permeability of the cell membrane facilitating
the penetration of exogenous molecules [119]. Lipid oxidation is a
phenomenon that naturally occurs during oxidative stress and chronic
inflammation [120-122].

CAP-induced modifications and damages were observed equally in
nucleic acids [123,124] although strong DNA damages have been
observed after long plasma exposure [125]. Taken together, these
CAP-induced effects on biological molecules underpin the toxic impact
that plasma can have on living matter. Although cold plasmas are a
source of potentially toxic reactive species, CAPs delivery can induce a
hormesis effect [126] since a proper use of these ionized-gas source,
with adapted and controlled conditions, can bring beneficial effects on
the treated biological tissue.

4.1.2. On cell metabolism

As already mentioned, a proper CAP treatment can, for example,
accelerate wound healing or selectively kill cancer cells with little or no
impact on normal cells [81,82,127,128]. CAPs have been largely used to



G. Busco et al.

treat easily accessible tissues and organs and therefore they are suitable
to treat the skin, the external organ of our body. Being exposed to the
external environment, the skin is continuously stressed by physical and
chemical insults. Every day the epidermis is exposed to UV radiations,
ozone, cigarette smoke, pollutants, organic solvents or alcohols that
directly generate or induce the formation of large amount of ROS [129].
Beside these exogenous sources, cellular metabolism also generates in a
lesser extend endogenous free radicals [130]. Human and animal tissues
produce reactive oxygen species such as 03", 10,, HyO5 and Os [131].
These ROS are mainly produced in mitochondria during cell respiration
[132]. Although these highly reactive species can be harmful, the cells
are able to neutralize free radicals in excess using their anti-oxidant
system. Moreover our body can adapt to chronic exposure of toxic
compounds. Human adaptation to lethal poisons by ingestion of
sub-lethal doses was known thousands of years ago thanks to Mithri-
dates and his Antidotum Mithridaticum [133]. In mitochondria the
adaptation to chronic exposure of small doses of ROS is a phenomenon
called mitohormesis [134,135].

4.1.3. On skin cellular signaling

Besides their damaging role, well known as oxidative stress when in
large amount, ROS are required molecules for cell viability and activity.
In fact, right amounts of ROS play some physiological effects as they can
act as second messengers [136-138], stimulators for stem cells prolif-
eration [138,139], and as a booster for the immune system [140,141]. In
injured skin, the immune system cells entering in contact with patho-
gens, start to produce large amounts of RONS. This phenomenon called
“respiratory burst” helps wound disinfection. Correct wound healing
depends on the equilibrium between ROS generation and the activity of
the antioxidant system [142]. Among the reactive nitrogen species
(RNS), the small gaseous molecule NO® possesses several biological ac-
tivities [143] acting as a signaling molecule [144], a vasodilator [145],
an angiogenesis modulator [146], an immune system stimulator [147]
and a melanogenesis enhancer [148]. In skin NO*® is also involved in hair
growth, in the proliferation and differentiation of epidermal cells and in
wound healing [149,150]. Nitrates present in sweat can be converted in
nitrites and then in NO® thanks to the skin bacterial microflora [28] or
directly from the photo-decomposition of nitrites [151,152]. NO*
derived from photo-decomposition of nitrites has been shown to protect
human skin cells from lipid peroxidation and thus apoptosis induced by
UVA exposure [152,153]. However an over production or a high expo-
sure to these reactive species, can be harmful [154,155]. Indeed high
doses of ROS can contribute to the development of several pathologies
such as psoriasis [156-158]. Moreover the oxidative stress in skin can
accelerate the natural process of ageing [159,160]. As cold plasmas
generate a heterogeneous mix of RONS and considering the “Janus ef-
fect” of most of the above mentioned reactive species, the final effect on
the treated tissues will depend on the amount of the released reactive
species. CAP treatment has been shown to induce an oxidative stress in
human keratinocytes [161] but the same cell line exposed for short
periods to a helium-fed CAP with a low flow rate increases its viability
[126]. Moreover, Schmidt and collaborators observed a hormesis-like
increase of the antioxidant system in human Kkeratinocytes cells
exposed to an argon fed CAP [162]. In light of the biphasic effect of CAP
treatment on skin, mastering the delivery of CAP-produced RONS is a
challenge in dermatology and in cosmetics where CAP could be a
powerful tool.

4.2. CAP influence on skin proliferation and motility

Cutaneous cell proliferation is important for epidermis turnover and
to ensure the healing process in case of skin injuries. When correctly
administered, CAP treatment can stimulate these processes. Short ex-
posures to a helium-fed CAP were shown to stimulate HaCaT human
keratinocytes proliferation and motility [126,163]. A beneficial effect of
plasma treatment on HaCaT cells was also observed with the use of
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argon-DBD. Choi et al. showed that CAP treatment inhibits the
E-caderin-mediated intercellular junctions and activates a f-cat-
enin-mediated proliferative signal. This plasma-activated proliferative
pathway accelerates in-vivo re-epithelialization in mice wound [164].
Furthermore, short treatments (1-3 min) with argon-based plasma jet
were shown to increase the proliferation of the stratum basale kerati-
nocytes in human, intact skin explants [165]. On dermal fibroblasts very
short treatments were shown to increase the proliferation [163,166]
while treatments of few minutes exert a toxic effect [166,167]. The
higher sensitivity of fibroblasts to CAP treatment, when compared to
keratinocytes, can be explained by the fact that these cells reside in a
deep layer of the skin. Being protected in the deep dermis, fibroblasts are
less equipped to endure an external oxidative stress. In vivo, skin fibro-
blasts can be directly exposed to CAP only in case of wounds. Moreover,
in wound treatments, the CAP anti-proliferative effect can be advanta-
geous to avoid the anti-aesthetic side effects of the healing process such
as excessive scarring [168].

4.3. CAP influence on skin oxygenation

CAPs have been shown to influence the oxygen content in the treated
target. In plasma jets, the gas flow rate exerts the so-called “sparging
effect”, de-oxygenating the treated liquid [70,169] while in vivo CAP
applied on mouse skin has been shown to enhance underneath tissues
oxygenation [170]. An increase of the post capillary oxygen saturation
after plasma treatment has also been observed in human skin [84,171].
The mechanism on how the plasma source increases in vivo skin
oxygenation is still unclear. As previously mentioned CAPs are not really
cold sources and the devices used in biology develop temperatures be-
tween 30° and 40 °C. The application of this relatively warm sources on
the skin could induce a local vasodilation and so the increase of tissue
oxygenation. Furthermore, since CAP directly or indirectly induces NO*
formation, this vasodilator molecule could be also responsible of the
observed phenomenon. A correct oxygenation is fundamental for a
proper cellular metabolism. Some skin cosmetic therapies are based on
the increase of tissue oxygenation. Hyperbaric Oxygen Therapy, already
used for decompression sickness, is currently used in skin-rejuvenation.
The administration of pressurized oxygen seems to protect the skin from
UVB-induced photoaging [172]. However skin oxygenation needs to be
carefully controlled. Oxygen has a double face and its excess can
generate an oxidative stress accelerating the ageing process. Moreover
skin stem cells need a very low oxygen partial pressure to keep their
stemness [23] and thus ensure the renewal of the epidermis.

4.4. CAP effect on skin vascularization and extracellular matrix

Skin oxygenation is directly related to the vascularization of the
organ. A healthy skin possesses a well-organized vasculature. With the
age, skin microcirculation reactivity such as vasodilation and vasocon-
striction as well as vascular density are impaired [173]. The inability to
handle ROS generation and the endothelial oxidative stress seem to be
one of the reason of the loss of this age-related vessels functionality
[174]. Although ROS are down regulators of vascular endothelial
functions, CAP treatments, in right conditions, seem to play a stimu-
lating action. Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) were
shown to release pro-angiogenic factors and increase in vitro angiogen-
esis when exposed to an argon-fed CAP for 30s [175]. An increase of
proliferation was also shown in porcine endothelial cells where a 30s
treatment with an air-DBD induced the release of the fibroblast growth
factor-2 (FGF2) [176]. The CAP-angiogenesis stimulatory effect was
recently showed by Dzimitrowicz et al. who used a He-fed CAP on
human endothelial cells for very short treatments (10s) [163]. In vivo,
since endothelial cells are not directly affected by plasma treatment, the
increase of angiogenesis could be induced via a paracrine mechanism
mediated by keratinocytes exposed to plasma treatment [175,177]. The
small molecule NO*® also plays a role in angiogenesis. NO® can act as a



G. Busco et al.

pro- or anti-angiogenic factor depending on its amount [146,178,179].
Moreover NO® can increase the synthesis of collagen IV and activate
endothelial cells adhesion [180]. Duchesne et al. demonstrated that CAP
treatment stimulates endogenous NO® synthesis in in vitro and in vivo
models. Indeed, in a murine burn wound model, plasma-generated
RONS was shown to increase the expression of the endothelial nitric
oxide synthase (eNOS). The increase of the enzyme producing endoge-
nous NO®, together with proangiogenic factors, speeds up the healing
process [181]. In wounds, the extracellular matrix (ECM) of the dermis
is directly exposed to CAP treatment and the improvement of the healing
process could depend on a direct modification of the ECM properties.
Ring and collaborators showed that plasma-treated collagen-elastin
matrix scaffolds implanted under mice skin induce an enhancement of
neovascularization [182]. In addition, a well-organized ECM is also
essential to keep a youthful looking skin. Murine fibroblasts directly
exposed for 15s to an argon-CAP were shown to increase the expression
of collagen I and III while slightly longer treatments exert an opposite
effect [166]. Unlike wounds, in intact skin CAP cannot directly influence
the extracellular matrix metabolism. However some in vivo studies
suggested that CAP can indirectly induce dermal remodeling. An in-
crease of dermal collagen content was observed in intact mouse skin
exposed to an argon-DBD plasma [183]. Type I collagen is the major
component of the dermis. While the neo-synthesis and a well-organized
network of the fibrillary protein is a sign of a young and healthy skin, its
overproduction is sometimes the expression of skin damages and dis-
eases. Interestingly CAP is able to stimulate physiological collageno-
genesis while inhibiting the pathological synthesis of the protein. In vitro
and in vivo studies have shown this selective effect in dermo-aesthetic
disorders such as scars and keloids [184,185].

5. Cold atmospheric plasma effect on skin surface
5.1. CAP-induced pH modification

In addition to their stimulating/oxidizing effects, CAP-generated
RONS were shown to induce an acidification of the treated target. A
decrease of the initial pH is commonly observed in non-buffered or
weakly buffered treated liquids [186,187] and in hydrated 3D matrices
[188]. The pH-drop can be mainly attributed to acidic species origi-
nating from the precursor NO*® that generates nitric (HNO3) and nitrous
(HNO3) acids in solution [187]. The induced acidification is propor-
tional to the plasma exposure time. It has been shown that the pH of
alkaline or neutral non-buffered media drops rapidly after few minutes
of CAP treatment. The quick pH-decrease tends to stabilize at pH values
between 3.5 and 2.5 thanks the transient formation of HONO/ONO™
buffer and to the generation of nitrous acid (pKa 3.3) [187-189]. In light
of the above, CAP exposure can lower the pH of biological tissues.

Pork skin sebum and human lipids can be rapidly acidified when
exposed to an air-fed CAP [190]. The CAP-induced acidification was also
confirmed by clinical trials on intact human skin [84,150]. Thanks to
these acidifying properties, CAP treatment can contribute to keep the
skin in healthy conditions. Indeed, by lowering the pH, cold plasmas can
stimulate and accelerate skin renewing. In acute skin wound, a physio-
logical acidification was shown to enhance the proteases activity and
stimulate fibroblast proliferation [191]. While skin pH higher than the
physiological values can lead to pathologies, very acidic pH can burn the
external tissues of the organ. In order to avoid chemical burns, skin
exposure to CAP should be carefully controlled [150]. However, in
cosmetic, chemical peel or chemexfoliation is used to gently ablate the
external layer of the epidermis and force skin renewal. This approach
uses often organic acids to lower the pH and peel off the epidermis layers
[192]. A well administered plasma treatment could exert a similar
noninvasive exfoliating effect. Moreover, as the pH of the acidic mantle
increases with the aging process leading to a weakening of this barrier
[193], CAP treatments could be beneficial to re-establish the physio-
logical pH barrier and stimulate the regeneration in mature skin.
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5.2. CAP effect on bacterial decontamination and skin disinfection

Cold atmospheric plasmas possess a well-known bactericidal activity
[194-197]. In CAP-treated solutions such as plasma-activated water
(PAW), short and long lived species react with each other and create a
powerful anti-microbial mix. Some authors reported that the biocidal
properties mostly derives from a combination of oxidative and nitro-
sative effects induced by the synergistic activity of H,O, and NO® [198].
Zhou et al. demonstrated that the biocidal effect is achieved by the
combination of Hy0O, and NO3. The two molecules alone possess a very
weak anti-bacterial activity while reacting together they can form per-
oxynitrite (ONOO-), an unstable isomer of NO3. Peroxynitrite was
described as the key species in PAW-induced bacterial damages [199].
Moreover in PAW the protonated form of peroxynitrite, the peroxyni-
trous acid (ONOOH), can be further oxidized by HoO2 and produce the
peroxinitric acid (OoNOOH), a stronger bactericidal molecule [200].
Within the ROS, O3 mainly produced by air-fed CAPs, also contributes
to the plasma-induced biocidal effect [201]. While bacteria directly
exposed to plasma can be quite easily killed by the chemical attack of
short and long lived RONS, in real life most of these microorganisms are
protected by biofilms. Biofilm is a complex consortium of various mi-
croorganisms growing on a substrate. Bacteria are embedded in a sort of
clammy extracellular matrix made up of extracellular polymeric sub-
stances such as polysaccharides, lipids, protein and DNA that are meant
to protect bacteria from dehydration and external environment insults.
Thanks to this physical barrier, bacteria are more resistant to antibiotic
treatments. In vitro tests have shown that CAP is able to destroy biofilms
of skin pathogens such as the candida albicans yeast [202] and the
staphylococcus aureus [203]. In direct CAP treatment, biofilms are not
only exposed to the highly reactive species but also to an intense electric
field that can destabilizes the physicochemical structure of the micro-
organisms [204]. Interestingly, the CAP ability to destroy biofilms has
been demonstrated also in vivo in wounds that are not any more
responsive to common antibiotics [93,205,206]. Although CAP treat-
ment can be efficiently used to deteriorate biofilms, some bacterial
strains could adapt and tolerate plasma treatment stress. Tailoring of
CAP devices and treatment conditions are to date a big challenge for a
safe and efficient biofilm decontamination [207]. It was already
mentioned that skin microbiota plays a physiological role on the intact
organ. However when the symbiotic equilibrium between the skin and
the microorganisms is disrupted, these latter can become pathogenic
[208]. The previously mentioned acidic mantle controls this equilibrium
by inhibiting the growth of pathogen organisms and by promoting
commensal skin bacteria proliferation. Low pH is unfavorable to the
growth of several pathogens, and the already discussed CAP-induced
acidification enhances the antimicrobial activity of these sources [187,
209-211]. Thanks to their anti-microbial activities, CAP devices can be
used as an alternative and efficient method to sanitize intact skin [92,
212]. CAPs can inhibit the growth of the anaerobic pathogen Cuti-
bacterium (Propionibacterium) acnes involved in the oily skin inflamma-
tion known as acne vulgaris and in other more severe pathologies [213].
A CAP patented-device was shown to inhibit, in vitro, the growth of
Malassezia restricta and Malassezia globosa, yeasts responsible for
dandruff [214]. Onychomycosis caused by the bacterium Escherichia coli
and by the fungus Trichophyton rubrum was successfully treated by a
helium CAP [215]. In most cases pathogens like the above proliferate in
the deep skin appendages. The eradication of these microorganism with
topic antibiotic applications is often difficult since the drugs fail to
penetrate inside the deep structure of the skin. As will be explained later,
CAP treatment can overcome this issue.

5.3. Plasma and skin hydration
A healthy and functional skin needs the right amount of water. In the

dermis the hydration is guaranteed by the high hygroscopic GAGs such
as hyaluronic acid. In the epidermis, water content varies between 70%
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in the viable part and 15-30% in the external layers [216]. The stratum
corneum is able to sense the environmental humidity and adapt its
biochemical metabolism [217]. Corneocytes, the dead cells composing
the stratum corneum, can keep water thanks to hygroscopic molecules
composing the Natural Moisturizing Factor and keratins [218,219].
Corneocytes adhere tightly each other avoiding massive water loss.
Furthermore, intercellular lipids such as ceramides create a hydrophobic
barrier against desiccation [220]. Cold plasma treatment can exert a
double effect on skin hydration. CAP can at first destabilize the skin
barrier and desiccate the external layer of the epidermis. A small tem-
porary water loss was observed in vivo in human stratum corneum after
plasma exposure [221]. Epidermis desiccation is a desired effect in
plasma skin resurfacing where the non-ablated dried epidermis protects
the thermally damaged layers during the recovery process [222].
Paradoxically since CAPs can deposit charges on the treated surface, it is
likely that after a plasma treatment skin could attract more water mol-
ecules. Human stratum corneum wettability rapidly increases in the first
seconds of plasma treatment [223]. The increased hydrophilicity was
also demonstrated in finger nails where plasma treatment ameliorates
the adhesion of cosmetic nail varnish [224].

5.4. RONS skin penetration and CAP-mediated percutaneous absorption

During CAP treatment, RONS can directly influence the skin cell
physiology or mediate the activation of downstream responses. One of
the hot topic in dermocosmetic plasma therapies is to understand the
ability of these reactive species to penetrate and diffuse inside the skin
layers. While short lived species rapidly react and deactivate in contact
with the stratum corneum, long lived molecules such as HyO2, NO3 NO2
and NO® can diffuse deeply. Knowing how these molecules penetrate
inside the skin during CAP treatment is of crucial importance in treat-
ment planning. Whether in dermatological therapies the deep penetra-
tion of these species is allowed, in pure cosmetic treatments the effect of
RONS must be superficial and affects only the epidermis. Simple organic
skin mimics such as agarose gel and gelatin have been used to quantify
and measure the diffusion kinetics of the reactive species after CAP
treatment [225], These models permit to have an idea on the ability of
RONS to cross the mesh of semi-solid gel but they overestimate the
ability of these molecules to diffuse into the biological tissues. In real
world, the physicochemical barriers of the skin can slow down the
diffusion and neutralize most of the reactive species. Even using real
skin, the exact quantification of RONS passing through the tissues can be
distorted by the nature of the liquid medium used to collect and analyze
them [226]. As already mentioned, molecules can cross the skin either
through the cells, the intercellular space or via the external pores. Small
species such as NO® can passively diffuse through cell membrane,
whereas some others can pass via channel proteins. Indeed, the water
channel aquaporins [227,228] were shown to facilitate the cellular
diffusion of Hy02 produced upon CAP treatment [229,230]. In addition,
as previously evoked, thanks to lipid peroxidation RONS can generate
transient pores on the membrane and so facilitate their own penetration.
Furthermore, by destabilizing the cellular membrane, the electric field
generated during the plasma treatment participates to the pore forma-
tion [231,232].

Beside the direct role of CAP in skin treatment, cold plasma sources
could be also used to ameliorate the effect of topic dermocosmetic cares.
Thanks to their ability to destabilize the skin barrier, CAP were shown to
facilitate the transdermal delivery of other molecules with a mechanism
similar to electroporation [233-236]. This temporary loss of the
epidermis barrier could permit the intercellular diffusion of drugs or
cosmetic actives. Lastly, RONS and ointments can easily penetrate
through the appendageal way whose density depends on the body zone.

6. CAP delivery and skin electrical parameters

CAPs can behave differently depending on the electrical nature of the
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target [237-240]. Human organs possess different values of electrical
conductivity and this latter depends on the biochemical and biophysical
structure of the organ, on its water content and on its extracellular
electrolyte composition. In skin, the conductivity varies greatly in the
three different layers composing the organ. The stratum corneum, with its
low water content and its lipid composition, acts as a real dielectric
barrier, insulating the whole body from electric shocks. However as
already mentioned in the previous paragraph, CAP can temporarily in-
crease the conductivity of the epidermis promoting transdermal pene-
tration of molecules. The electroporation induced by high-voltage pulses
lets also the current flow deeper into the tissues. CAP-transported
electric current, penetrating the skin layers, could have beneficial ef-
fects. High frequency electrotherapy was used since the early 20th
century to treat several dermatological conditions and other diseases
[241]. It is known that a certain electrical stimulation can speed up the
wound healing process by promoting dermal fibroblast motility [242,
243]. In addition, direct and pulsed currents were shown to stimulate
keratinocytes differentiation, epidermis proliferation, vascularization
and new collagen deposition [244,245].

The interaction between CAPs and the skin is bidirectional, CAP can
modify the initial physico-chemical parameters of the targeted tissue
while the characteristics of this latter can influence the plasma perfor-
mance (Fig. 3). The knowledge of the body electrical parameters is
crucial for planning a safe, controlled and effective CAP treatment [240,
246]. We already mentioned that the thickness and the structure of the
skin change along the body which is why the same plasma treatment can
produce a different effect depending on the treated zone. Moreover, the
conductivity of the skin itself can vary over the time according to its
hydration and to the temporary psychological and hormonal state of the
treated person [247,248]. To overcome these variations, CAP delivery
should dynamically adapt to the electrical changes of the skin [249]. The
applied electric field has to be carefully chosen and controlled and will
depend on the desired effect on skin, either a stronger for dermatological
use or a lighter for cosmetic applications.

7. Towards a potential role of CAP in skin biology and ageing
prevention

In this review we tried to summarize the interactions between cold
atmospheric plasmas and the skin, based on the current knowledge of
their own properties and characteristics, highlighting the already known
and some other possible effects of these sources on the integumentary
system biology (Fig. 4). We described how the multiple physical pa-
rameters involved in cold plasma can individually or together impact the
cutaneous microenvironment and skin cell activities. The coaction of all
these effects tends towards a beneficial role of CAPs on skin biology and
brings relevant arguments in favor of the use of cold plasma for restoring
skin functional barrier and thus improving skin health and appearance.

In the light of these findings, one could ask: can CAPs be considered
as a fountain of youth for the skin? Answering this question is not
simple.

From a technical point of view, the interesting in vitro and in vivo data
found in the literature come often from different cold-plasma devices.
Indeed, worldwide researchers have developed devices with different
designs, gases and characteristics for plasma generation. This makes the
biological results hardly comparable. Whether one specific device is
better for one desired biological effect remains to be determined.
Moreover, for a single device, parameters such as voltage, frequency and
distance from the target also strongly influence plasma behavior and
composition. In one hand, while these technical variables add a new
level of complexity, in the other hand they also bring the possibility to
modulate the plasma production. Moreover CAP physics and chemistry
also depend on the operating conditions, such as ambient temperature
and humidity. Thus the device should automatically adapt to the envi-
ronmental conditions in order to deliver the same performance at every
use. Hence, for each treatment, a systematic diagnosis of the device
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Fig. 4. Potentials of CAP in skin biology. CAP
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plasma composition should bring a new tool for the control and mod-
ulation of RONS generation. The development of means to finely analyze
and control plasma delivery in interaction with skin with the support of
modern plasma medicine studies should allow to determine the optimal
conditions of use and contribute to the evaluation of this technology for
skin wellbeing. Finally this CAP “plasticity” can become a strong point
for specific applications.

From a biochemical point of view, the mechanisms involved in
plasma effect on cells and tissues still remains to be determined. Progress
in this field are currently ongoing by making a precise diagnosis of
plasma composition with the characterization of RONS produced in
liquid or in tissues. The next step is to understand how these species are
able to induce a biological effect either alone or in synergy [250]. The
last challenging step is to master all the other CAP components (charged
particles, UV, electric field, thermal emission) that cooperate to the final
biological effect. Such rational approaches should strengthen plasma
effects understanding and bring new insight in plasma applications for
skin but also more generally in plasma medicine domain [251].

From a biological point of view and according to the results reported
till now in the literature and presented here, CAPs should be a promising
technology to stimulate and/or regenerate skin. However, as noted in
this work, relatively little is known about the molecular and cellular
mechanisms involved in the plasma-induced biological effects and about
the consequences of these treatments in the long term. Data obtained
from in vitro experiments are essential to understand the cellular
signaling activated by the CAP exposure. However, the biggest limit in
the use of cell cultures in plasma treatments is that most of the time the
cells are not directly exposed to the CAP. Cells are either treated through
the physiological medium covering them or put in contact with plasma-
pretreated medium. Thus, cells in culture receive only long-lived species
diffusing from the surface of the medium or dissolved in the plasma-
activated medium. Conversely, in vivo, the skin will be impacted by all
the CAP-produced species since the stratum corneum of the epidermis is
directly exposed to the atmosphere. To overcome this issue, the use of
skin explants or more complex skin models such as Reconstructed
Human Epidermis or Reconstructed Whole Skin could strengthen the
understanding of the CAP-activated processes in vitro and allow to
modulate the effects, define and correct the limits of this technology.
Finally, once clear cause-and-effect mechanisms are defined in these
studies, real life treatment must be adapted to each user as the skin
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structure depends on the phototype but also on the age, sex and
ethnicity. Indeed dermo-cosmetic CAP-based treatments should be
considered as adapted and personalized therapies which are currently
increasingly in demand. Thus a new generation of plasma-based treat-
ments could emerge in the field of cosmetics and dermatology to
improve skin aspect and health.

Taking into account the flexibility of plasma generation, thanks to its
many parameters, CAPs could become new and promising treatments for
skin care and regeneration. This will go through an optimization of
devices, in terms of efficacy, control and safety for use as well as through
the deciphering of mechanisms involved in plasma-induced effects on
the skin. This innovative technology opens new areas of research at the
interface between plasma physics and skin biology and should lead to-
wards new applications in the dermo-cosmetic field.
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Nadira CHETTOUH HAMMAS

Influence du taux d’oxygénation et du photovieillissement sur I’activité
antioxydante des cellules de la peau

Ces derniéres décennies ont été marquées par le développement de modéles de peau in vitro qui se
rapprochent de plus en plus de la physiologie du tissu cutané in vivo, ceci pour trouver des modéles alternatifs
aux animaux de laboratoire. Malgré ces progrés, le microenvironnement cutané n'est pas tout a fait respecté,
en particulier la pression partielle en oxygene. En effet, les niveaux physiologiques d'oxygene dans la peau
varient de 1,5% a 7% (physioxie). Cependant, les modeéles se font au taux d’'oxygéne atmosphérique (~18,6%
Oz dans les incubateurs), donc les cellules cutanées se trouvent en hyperoxygénation. Bien que, 'oxygene
soit la principale source d’énergie des cellules, il est aussi connu comme le précurseur des espéces réactives
de l'oxygéne (ROS) qui sont impliquées dans le stress oxydant décrit comme la principale cause du
photovieillissement.

L’objectif de ce travail de these a été d’'étudier I'influence du taux d’oxygénation sur le stress oxydant dans la
peau. La premiére étape a consisté a établir de nouveaux modeéles de culture des cellules de I'épiderme, 2D
et 3D, en physioxie, puis a caractériser leurs capacités antioxydantes par I'évaluation de la production de ROS
et des enzymes associées (SODs, Catalase et GPXs). La seconde partie a consisté a reproduire le processus
du photovieillissement par irradiation UV en physioxie, et a évaluer les capacités antioxydantes en
comparaison avec le modéle classique en normoxie.

Dans un premier temps, nous avons démontré une meilleure résistance des cellules (modéle 2D) en physioxie
contre un stress oxydant qui est due a la régulation du taux basal des enzymes antioxydantes en physioxie,
avec une suractivation de la catalase et une surproduction de la SOD2. Ces résultats ont été confirmés dans
un modéle plus physiologique des épidermes reconstruits en physioxie. Dans un second temps, nos résultats
montrent que les mémes enzymes sont aussi modulées en réponse aux irradiations UV dans des modeles
mimant le photovieillisement. Cette condition d’'oxygénation physiologique apres irradiation par les UV induit
une surexpression rapide de la SOD2 et une translocation de la SOD1 dans les noyaux, suggérant ainsi un
nouveau rble de cette enzyme en réponse a un stress oxydant. Cette étude établit pour la premiére fois un
lien entre le taux d’oxygénation et les capacités antioxydantes de la peau. En conséquence, ces résultats
mettent en évidence I'importance de respecter la physioxie pour mieux comprendre le stress oxydant et le
photo-vieillissement

Mots clés : peau, physioxie, stress oxydant, antioxydant, normoxie

Effects of oxygen levels and photoaging on cutaneous antioxidant activity

In recent years, the development of in vitro skin models that approximate the physiology of skin tissue in vivo
has occurred, thus, to find alternative models to laboratory animals. However, the skin microenvironment is
not completely respected, especially the partial pressure of oxygen. In fact, physiological oxygen levels in the
skin range from 1.5% to 7%, physioxia. However, these models are usually performed at atmospheric oxygen
levels (~18.6% Oz in incubators), so skin cells are in a hyperoxic environment. While, oxygen is the main
source of cell energy, it is also known to be the precursor of reactive oxygen species (ROS) which are involved
in the oxidative stress reported as the major cause of photoageing.

My thesis work focused on the effect of oxygenation levels of oxidative stress in the skin. The first step was to
develop new 2D and 3D models of epidermal cells in physioxia, and then to characterize their antioxidant
potential by the evaluation of ROS production and associated enzymes (SODs, Catalase and GPXs). The
second part of the study was to reproduce the process of photoaging by UV irradiation under physioxia and
compare the antioxidant capacities with the classic normoxia model.

Firstly, we demonstrated a better resistance of cells (2D model) in physioxia against oxidative stress. This was
due to the upregulation of the basal levels of antioxidant enzymes in physioxia, with an overactivation of
catalase and an overproduction of SOD2. These results were further confirmed in a more physiological model,
the reconstructed epidermis in physioxia. In a second step, the same enzymes were also modulated in
response to UV irradiation in models mimicking photoageing. Following UV irradiation, the physiological
oxygenation condition induces a quick overexpression of SOD2 and the translocation of SOD1 into the nuclei,
suggesting a new involvement of this enzyme in oxidative stress response. This is the first time that a study
links the oxygen level to oxidative stress in the skin. These results, therefore, illustrate the importance of
respecting skin physiology to better understand oxidative stress and photoaging.

Keywords: physioxia, oxidatif stress, antioxidant, normoxia
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